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Introduzione 
L’infezione persistente causata dal virus dell'epatite C (HCV) è un importante problema medico. 
Circa 130-170 milioni di persone nel mondo sono infettate con questo agente patogeno e sono ad 
alto rischio di sviluppare danni al fegato tra cui cirrosi epatica e carcinoma epatocellulare. Con la 
messa a punto di esami diagnostici grazie ai quali è possibile escludere campioni di sangue HCV-
positivi, l'incidenza dell’infezione e di epatiti post-trasfusionali (spesso sub-cliniche) è diminuita 
drasticamente nei paesi in cui questi test sono disponibili. Ma a causa del lungo periodo di 
incubazione di 10-30 anni e dei casi di persone contagiate non diagnosticati, presumibilmente in 
gran numero, si stima che i pazienti con malattia epatica associata a HCV continueranno ad 
aumentare nei prossimi 5-10 anni. L’epatite virale è comunemente accompagnata da 
infiammazione acuta del fegato, febbre, nausea, vomito e ittero. Il virus dell’Epatite C esiste in 
almeno sei principali genotipi; l’infezione è solitamente subclinica con minima elevazione dei 
livelli enzimatici e bassa incidenza di ittero. Tuttavia il 70-90% dei pazienti  infettati da HCV 
sviluppa epatite cronica che rischia di progredire ad epatite cronica attiva e cirrosi epatica nei 
decenni successivi. Non è ancora disponibile un vaccino profilattico che prevenga l’infezione, 
tuttavia sono stati compiuti grandi progressi per quanto riguarda lo sviluppo di farmaci antivirali 
ad azione diretta (Direct-Acting Antiviral drugs, DAA) che bloccano efficacemente la replicazione 
del virus HCV. 
Infatti, con lo sviluppo della prima classe di inibitori della proteasi che risiede nella proteina non 
strutturale 3 (NS3) di HCV è aumentato il tasso di risposta nei pazienti infettati con virus di 
genotipo 1 dal 45% raggiunto con terapia standard interferone-α/ribavirina al 75% osservato 
quando a questi due farmaci è associato l’inibitore delle proteasi. Tuttavia, questa terapia con la 
triplice combinazione ha numerosi effetti collaterali e diverse controindicazioni ed è limitata al 
genotipo 1 del virus. Sono quindi necessari DAA più efficienti e per questo numerosi composti 
molto potenti sono attualmente in fase III di sperimentazione clinica: ci si attende che essi 
possano rivoluzionare la terapia dell'epatite C cronica che probabilmente diventerà indipendente 
dall’interferone-α, al quale sono associati molti effetti collaterali, e si prevede di poter assicurare 
una copertura dai diversi genotipi del virus e di conseguire più elevate percentuali di successo 
nella pratica clinica. 
Lo sviluppo della maggior parte dei DAA è legato alla disponibilità di sistemi di coltura cellulare 
per HCV robusti e affidabili. Anche se a prima vista il loro sviluppo sembrava poter essere facile, si 
è scoperto che con procedure standard quali l'inoculazione delle cellule epatiche umane la 
propagazione di HCV nelle cellule in coltura era insufficiente. Ci sono voluti circa 10 anni dalla 
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prima clonazione molecolare di un genoma di HCV perché il primo efficiente modello di coltura 
cellulare fosse disponibile.  
Questo primo sistema di coltura, che ripercorre i passaggi intracellulari del ciclo di replicazione 
virale, ha permesso di agevolare notevolmente lo sviluppo di farmaci e spianare la strada per 
molteplici miglioramenti e infine ha portato a modelli di coltura cellulare di HCV pienamente 
permissivi. [1] 
Nell’Aprile 2014 ricorreva il 25° anniversario della relazione sulla clonazione di HCV da parte di 
Michael Houghton e colleghi in collaborazione con Daniel Bradley, presso i Centri per il Controllo e 
Prevenzione delle malattie (CDC), i quali hanno reso noti i dettagli meccanicistici della replicazione 
di HCV, che hanno evidenziato funzioni essenziali  svolte da proteine non strutturali del virus. 
I primi progressi riguardano la proteasi NS3: le strategie erano basate su precedenti esperienze 
con altre serina-proteasi, culminate con l’approvazione dei primi agenti ad azione antivirale 
diretta (telaprevir e boceprevir). L’identificazione e ottimizzazione di inibitori peptidomimetici, 
svolta dall’azienda Boehringer Ingelheim, ha portato al composto BILN-2061, che ha 
rappresentato la prima prova della validità clinica degli inibitori NS3. Questi progressi, uniti alla 
determinazione della struttura cristallina di NS3 si sono dimostrati altamente favorevoli per la 
progettazione di potenti e di efficaci inibitori  NS3/4A (simeprevir, asunaprevir, danoprevir).  
La scoperta delle funzioni della polimerasi  NS5B di HCV è stata la base per lo sviluppo di farmaci 
antivirali aventi due diversi meccanismi: incorporazione di falsi substrati nell’allungamento della 
catena di RNA e inibizione allosterica. Successive ottimizzazioni sono state rivolte 
all’identificazione di un agente attivo per via orale capace di mimare i nucleotidi trifosfato 
incorporati nell’RNA virale nascente: questa si è rivelata una sfida formidabile e ha portato alla 
recente approvazione di sofosbuvir, messo a punto dal gruppo Pharmasset.  
La ricerca contemporaneamente ha avuto particolare successo nell'identificare inibitori di alcune 
delle altre proteine non strutturali risultate prive di funzioni enzimatiche, ma che sono 
chiaramente fondamentali per la replicazione del virus (NS5A, NS4B).  
Al di là dell’inibizione diretta della replicazione di HCV, sono stati anche esplorati altre 
componenti del virus che potrebbero essere bersaglio di agenti antivirali: questo approccio 
comprende la progettazione di inibitori del sito interno di ingresso dei ribosomi (IRES) di HCV. [2] 
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Capitolo 1 
 
1.1 Organizzazione del genoma dell’HCV e ciclo di replicazione virale 
 
HCV è un virus a RNA membro della famiglia Flaviviridae, genere Hepacivirus. 
I virus a RNA sono di tre tipi e differiscono nel modo in cui RNA genomico è utilizzato. In tutti e tre 
i gruppi RNA virale deve svolgere due funzioni: essere tradotto per formare proteine ed essere 
replicato per formare filamenti progenie di RNA. Il primo gruppo, che comprende i flavivirus, è 
caratterizzato da un RNA genomico che può essere usato direttamente come mRNA, chiamato 
RNA (+) o filamento di RNA senso. Nella maggior parte dei casi, dopo essere entrato nella cellula, 
RNA di questo tipo si lega ai ribosoma dell’ospite per produrre un singolo polipeptide chiamato 
poliproteina, la quale è poi processata per autocatalisi e per azione di vari enzimi proteolitici per 
produrre le necessarie proteine virali. In molti casi solo una porzione di RNA genomico è 
disponibile per essere tradotto. Dopo la traduzione del filamento positivo, RNA serve come 
stampo per la sintesi di RNA (-) o filamento antisenso attraverso una RNA polimerasi RNA-
dipendente. Il filamento antisenso è usato per produrre addizionali RNA (+), che sono infettivi e 
servono anche da mRNA. Le progenie di RNA sono quindi impacchettate in un virione intatto 
prima della trasmissione ad un’altra cellula ospite. [3] 
Nel caso di HCV il singolo filamento di RNA di polarità positiva ha una lunghezza di circa 9600 
nucleotidi. Esso contiene un’unica sequenza di lettura lungo il filamento aperto che inizia al 5' e 
termina al 3' con le regioni non trascritte (NTR) richieste per la traduzione dell’RNA e per la 
replicazione (Figura 1.1). 
 
 
Figura 1.1 Organizzazione del genoma di HCV. Le regioni NTR 5 'e 3' sono proposte nella loro struttura secondaria. Le 
regioni codificanti sono rappresentate come compartimenti e le forbici e le frecce indicano le scissioni della poliproteina 
mediate da proteasi cellulari e virali, rispettivamente. L’asterisco della regione del capside indica un sito di scissione 
della peptide segnale peptidasi. 
7 
 
 
 5' NTR contiene un sito di ingresso dei ribosomi (Internal Ribosome Entry Site, IRES) che media la 
sintesi della poliproteina che viene poi scissa dalle proteasi cellulari e virali in 10 diversi prodotti. 
Questi prodotti sono, partendo dall’estremità N-terminale alla C-terminale della poliproteina: le 
proteine del core, le glicoproteine E1 ed E2 del rivestimento, la proteina canale ionico p7, le 
proteine non strutturali (NS) NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B (figura 1.1). La proteina core e il 
genoma a RNA formano l'interno della particella virale racchiuso in una membrana lipidica 
(envelope) costituita dalle glicoproteine E1 ed E2. P7 e NS2 sono proteine richieste per assemblare 
il virus ma molto probabilmente non sono parte del virione. Inoltre, NS2 ha un'attività di cisteina 
proteasi necessaria per la scissione tra NS2 e NS3; quest’ultima contiene nel dominio N-terminale 
una serina proteasi che per essere attivata richiede il cofattore NS4A, mentre nel dominio NS3 C-
terminale contiene una NTPasi (Nucleoside TriPhosphatase)/elicasi necessaria per la replicazione 
di RNA. NS4B induce il rimodellamento della membrana e si pensa che agisca come un 
"organizzatore" centrale del complesso di replicazione virale associato alla membrana. NS5A è 
una proteina altamente fosforilata necessaria per la replicazione dell’RNA e l’assemblaggio del 
virus. NS5B è la RNA polimerasi RNA-dipendente.  
 
1.2 Breve panoramica del ciclo di replicazione di HCV 
L’ingresso del virus nella cellula ospite è il primo passo per lo sviluppo, la diffusione e il 
mantenimento dell’infezione. L’infezione da HCV colpisce principalmente gli epatociti e richiede 
una complessa serie di fattori virali e della cellula ospite.  
Fattori virali sono le glicoproteine dell’involucro virale E1 ed E2: sono proteine transmembrana 
con un ectodominio N-terminale e un corto dominio C-terminale transmembrana (TMD). Le 
glicoproteine funzionali dell’involucro associate al virione mediano l’ingresso del virus formando 
complessi covalenti stabilizzati da ponti disolfuro. TMD gioca un ruolo primario nella biogenesi dei 
complessi eterodimerici E1E2 e nei processi di fusione con la membrana. 
I fattori delle cellule ospiti sono: 
-CD81, Cluster of Differentiation 81, (25 KDa): appartiene alla famiglia delle tetraspanine, proteine 
di superficie con 4 domini transmembrana, è ubiquitaria e contiene un piccolo ed un grande loop 
extracellulare; quest’ultimo ha un ruolo critico nell’ingresso del virus: alcuni residui amminoacidici 
in esso contenuti sono responsabili di un binding E2-CD81.   
- il recettore scavenger di classe B tipo I (SRB1) umano o CLA-1: è una glicoproteina di 82 KDa, con 
un esteso loop extracellulare, altamente espresso nel fegato e nei tessuti steroidogenici. Esso lega 
molte lipoproteine (LDL, HDL, oxLDL) ed è coinvolto nel trasporto bidirezionale del colesterolo 
8 
 
attraverso la membrana; è stata osservata una interazione della regione extracellulare di SRB1 
con la glicoproteina E2.  
-le proteine di membrana claudina-1 e occludina, coinvolte nella formazione delle giunzioni 
occludenti. Claudina 1, CLDN1, è una proteina di 23 KDa espressa in tutti i tessuti epiteliali ma 
principalmente nel fegato, dove può essere localizzata nelle giunzioni occludenti ma anche nelle 
superfici basolaterali degli epatociti. La formazione di un complesso della claudina con CD81 
sembra essere un fattore cruciale nel determinare l’ingresso del virus nella cellula epatica. 
Occludina, OCLN, è una proteina transmembrana di 65 KDa espressa nelle giunzioni occludenti 
delle cellule polarizzate. Per il momento non ci sono evidenze di un legame diretto di OCLN con il 
virus HCV, ma è stato osservato che l’espressione di OCLN umana e CD81 conferisce permissività 
alle cellule di topo.  
- diverse proteine a cui il virus si lega per entrare nella cellula e molecole ausiliarie per facilitare 
l'adsorbimento del virus alla cellula (ad esempio, recettore delle lipoproteine a bassa densità o 
glicosaminoglicani come eparan solfato). Il virus può inoltre penetrare nelle cellule mediante 
trasferimento diretto dalle cellule vicine, evitando quindi di neutralizzare gli anticorpi 
dell’ambiente extracellulare. Il virus  circola nel sangue associato alle proteine LDL e VLDL e il 
recettore LDL è stato proposto come altro fattore dell’ingresso di HCV nella cellula. 
 
 
Figura 1.2 ciclo di replicazione di HCV. Rappresentazione schematica delle particelle virali e di un epatocita con 
indicazione del nucleo, reticolo endoplasmatico (ER), apparato di Golgi e canalicoli biliari. Sono rappresentati sia 
l’ingresso del virus per endocitosi mediata da recettori, che coinvolge almeno quattro differenti molecole di superficie, 
così come il rilascio del genoma virale a filamento positivo di RNA (linea rossa) nel citoplasma. L'RNA è tradotto nel 
reticolo endoplasmatico ruvido (ER) e le proteine virali inducono formazione di vescicole membranose doppie e 
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multiple (DMV e MMV) (cerchi marrone/grigio) che sono associati con goccioline lipidiche (Lipid Droplets, LD). 
L’assemblaggio dei genomi virali in virioni avviene in prossimità delle LD e la particella virale è rilasciata dalla via di 
secrezione. La sintesi di RNA virale avviene in associazione con le vescicole multimembranose e porta ad un surplus di 
catene di RNA (+). L’assemblaggio del virus è legato al meccanismo di sintesi delle  VLDL e porta alla formazione di 
lipoviroparticelle.  
 
RNA virale è convertito nel reticolo endoplasmatico ruvido. Le proteine virali replicasi (NS 3, 4A, 
4B, 5A e 5B) inducono un complesso rimodellamento della membrana, dando origine ad una 
struttura chiamata "rete membranosa”, che consiste principalmente di vescicole formate da 
membrane doppie o multiple (DMV e MMV, rispettivamente). Il filamento di RNA positivo 
(probabilmente in associazione con DMV) viene copiato in un filamento negativo intermedio, che 
è il modello per più copie di filamenti positivi. Quest'ultimo è utilizzato per la sintesi della 
poliproteina o per creare filamenti negativi per la replicazione dell’RNA o per la produzione di 
particelle virali che serviranno all’interazione con la proteina del capside. L’assemblaggio delle 
particelle HCV è particolare, in quanto è strettamente legato alla sintesi delle lipoproteine a 
bassissima densità (VLDL). I virioni di nuova produzione (Figura 1.2) contengono più copie di 
apolipoproteine, soprattutto la E, e vengono rilasciati dalla via di secrezione. 
 
1.3 Difficoltà a stabilire un sistema di auto-replicazione dell’HCV  
I primi tentativi di infettare colture di linee cellulari con HCV contenuto nel siero di pazienti infetti 
ha avuto successo limitato. Sebbene diversi studi abbiano riportato la replicazione di HCV in linee 
cellulari o colture cellulari primarie, in tutti i casi essa era variabile e molto bassa, richiedendo così 
metodi di rilevamento altamente sensibili. Questi infatti sono basati quasi esclusivamente 
sull’utilizzo di RT-PCR, mentre il rilevamento di proteine virali mediante Western blot o 
immunofluorescenza era quasi impossibile. Oltre alla bassa replicazione virale, l'elevata stabilità di 
particelle HCV dopo adsorbimento sulle cellule, e quindi la rilevazione di RNA virale anche in 
assenza di replicazione, hanno dato la dimostrazione inequivocabile che la vera replicazione virale 
era quasi impossibile. Grazie al primo genoma clonato di HCV, divenne possibile costruire un 
saggio sull’ infezione da HCV (Figura 1.3 parte destra).  
I repliconi vengono trasfettati in cellule di epatoma umano (Huh7) tramite elettroporazione e 
selezionate con G418. Solo le cellule nelle quali il replicone si replica sopravvivono, per la 
presenza al loro interno del prodotto del gene neo che codifica per la sintesi della neomicina  
transferasi. La presenza di repliconi può essere evidenziata tramite tecniche che evidenziano la 
quantità di RNA virale presente (Northern blot, PCR quantitativa) e le proteine virali usando 
10 
 
anticorpi specifici (Western Blot). In cellule continuamente passate e tenute in selezione i 
repliconi possono mantenersi stabili per più di due anni. 
 
 
 
Figura 1.3. Strategie sperimentali per stabilire modelli di coltura cellulare per la replicazione di HCV basati su virus 
isolati clonati. Sequenze genomiche di riconoscimento virali sono inserite tra il promotore della polimerasi T7-RNA e il 
resto del virus dell'epatite C tagliato tramite un’enzima di restrizione. Dopo l’amplificazione del plasmide in E. coli e la 
restrizione di DNA purificato con il suddetto enzima di restrizione, T7-RNA polimerasi è usata per generare trascritti in 
vitro che corrispondono alle copie di RNA della sequenza a valle del promotore T7 fino all'estremità 3' del DNA stampo. 
Questi RNA sono trasfettati in cellule permissive.  
Metà sinistra: repliconi subgenomico contenenti il virus dell'encefalomiocardite IRES guida la traduzione delle proteine 
non strutturali dell’HCV che codificano per geni reporter (ad esempio, luciferasi di lucciola) o per marcatori di selezione 
(ad esempio, neo). Essi consentono il rilevamento della replicazione virale mediante saggi reporter o di selezione di 
cloni cellulari resistenti ai farmaci (ad esempio usando G418 nel caso di repliconi neo-contenenti), rispettivamente, con 
il numero di cloni che riflettono la capacità di replicazione. 
I cloni cellulari ottenuti contengono RNA repliconi di HCV in grado di replicarsi continuamente. Metà destra: il sistema 
HCVcc, che utilizza genomi di lunghezza intera, da luogo a particelle virali infettive. In questo caso, la replicazione di 
HCV può essere giudicata dalla quantificazione di RNA virale e proteine e determinazione del titolo virale. [1] e [4] 
 
1.4 Terapia convenzionale: ribavirina e peg-interferone α 
Ribavirina 
Ribavirina è un analogo guanosinico ad ampio spettro di attività antivirale verso virus a DNA e 
RNA. La ribavirina viene fosforilata dalla adenosina chinasi a trifosfato che provoca inibizione 
specifica della RNA polimerasi virale, blocco dell’RNA messaggero e della sintesi degli acidi 
nucleici. È altamente attiva verso l’epatite acuta di tipo A, B e C.  
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Le reazioni avverse sono scarse e generalmente limitate a disturbi gastro intestinali come nausea, 
vomito e diarrea.  
 
ribavirina 
Interferone 
Isaac e Lindemann scoprirono l’interferone nel 1957. Dopo aver infettato le cellule con i virus, essi 
notarono un’interferenza nell’infezione virale con effetti cellulari. L’interferone successivamente 
isolato, ha dimostrato di proteggere la cellula da ulteriori infezioni e di inibire la crescita virale. 
Questi risultati hanno portato a ipotizzare che l’interferone potrebbe essere un fattore antivirale 
naturale formatosi prima della risposta anticorpale e che potrebbe essere coinvolto nel normale 
meccanismo di resistenza alle infezioni virali.  
Il successo clinico dell’interferone a tutt’oggi non è ancora garantito, il suo uso produce effetti 
collaterali come febbre, mal di testa, mialgia, leucopenia, nausea, vomito diarrea, ipotensione, 
alopecia, anoressia e dimagrimento.  
L’interferone consiste in una miscela di glicoproteine di peso molecolare compreso tra 20000 e 
160000 dalton dotate di attività antivirale specie-specifica. Gli interferoni umani sono di tre tipi: α, 
β e γ. La tecnica dell’ RNA ricombinante ha messo a disposizione maggiori quantità di interferone. 
L’iniezione sottocutanea di interferone ricombinante α2b   è stato approvato per il trattamento 
dell’epatite C cronica.  
L’interferone-α possiede un ampio spettro antivirale ed agisce legandosi a specifici recettori sulla 
superficie delle cellule infettate dal virus inibendo così la trascrizione e la traduzione dell’mRNA in 
acido nucleico e proteine virali.  
La somministrazione orale di interferone non produce nel siero concentrazioni rilevabili perciò 
l’assunzione di interferone per via orale è inefficace. Dopo iniezione intramuscolare o 
sottocutanea, la concentrazione di interferone nel plasma è correlata alla dose, i livelli massimi 
nel sangue si ottengono dopo 5-8 ore dall’iniezione. Le reazioni avverse includono una sindrome 
simile all’influenza, brividi, mal di testa, nevralgie, mialgie, nausea, vomito, diarrea, depressione 
midollare, confusione mentali e cambiamenti comportamentali. [3] 
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Capitolo 2 
 
Inibitori NS3-4A 
 
2.1 Struttura della proteina NS3-4A 
La proteina virale NS3/4A serina proteasi dell’HCV è attivata dall’associazione non covalente di 
NS3 con il suo cofattore NS4A il quale contribuisce all’attivazione della proteasi. NS3/4A è 
costituita da 685 residui e possiede un dominio elicasico specifico per RNA e un dominio serin 
proteasi attivo. La struttura tridimensionale del complesso NS3/4A rivela che il dominio serin 
proteasi di NS3 adotta una conformazione chimotripsina-simile. La proteina NS3 consiste di 631 
residui, mentre NS4 comprende 54 residui di NS4A noti per attivare la NS3 proteasi, di cui tre 
residui terminali rappresentano il linker che collega la sequenza NS4A all’N-terminale della 
polimerasi.  
NS3/4A ha sei sottodomini: due foglietti β nel dominio proteasico (magenta e rosso); due 
sottodomini β-α-β (verde e giallo) e una α-elica nel sottodominio elicasico (blu) e un foglietto β 
nella sequenza NS4A (ciano). 
 
 
 struttura della proteina NS3/4A 
 
L’estremità C-terminale contiene sei residui amminoacidici collegati ai foglietti β, una proprietà in 
comune con quasi tutti i membri della famiglia delle chimotripsine; il core è costituito da sei 
foglietti β e l’estremità N-terminale contiene otto residui anziché sei, compreso un residuo legato 
alla NS4A. 
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Il sito attivo è rappresentato dai residui His1083 e Asp1107 situati sul dominio N-terminale 
dell’NS3 proteasi e un residuo Ser1165 che si trova sul dominio C-terminale. Tutti e tre i residui 
sono situati in una zona separata dai due domini proteasico ed elicasico. In più il dominio C-
terminale contiene uno ione Zinco che svolge un ruolo strutturale stabilizzando i foglietti β. I 
residui della proteasi che costituiscono la triade catalitica (His57, Asp99 e Ser139) sono mostrati 
nella rappresentazione ad asta e sfera e lo ione zinco strutturale è mostrato come sfera bianca. Le 
sfere rosse rappresentano una molecola di fosfato situato al NTP che si lega al sito della elicasi.  
Mediante approccio peptidomimetico sono stati studiati inibitori NS3/4A a basso PM di due tipi: 
composti lineari contenenti una funzione -chetoammidica, che reagiscono con la Serina 
catalitica per formare un legame reversibile, e composti macrociclici che si legano all’enzima non 
covalentemente. [5]- [8] 
 
2.2 Scoperta di simeprevir 
La proteasi chimotripsina-simile NS3/4A scinde mediante proteolisi quattro dei cinque siti della 
poliproteina virale: opera la scissione cis-autocatalitica della giunzione NS3/NS4A e le scissioni 
trans- delle giunzioni NS4A/NS4B, NS4A/NS5A e NS5A/NS5B in un processo che è essenziale per la 
replicazione virale. Questa proteasi scinde anche proteine cellulari della cellula ospite, 
provocando diminuzione della produzione di interferone con conseguente indebolimento della 
risposta immunitaria dell’ospite.  
I primi studi hanno dimostrato che dopo processing della poliproteina virale, il prodotto di 
scissione dal lato non-prime rimane legato al sito di legame e inibisce la proteasi stessa. Questa 
osservazione è stata il punto di partenza nell’esplorazione sui rapporti struttura-attività (SAR) e 
hanno portato alla trasformazione di un esapeptide lineare nel tripeptide macrociclico BILN 2061 
(Figura 2.1) il primo inibitore della proteasi NS3 potente, selettivo, attivo per via orale, avviato allo 
sviluppo clinico.   
 
 
Figura 2.1 
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La maggior parte degli inibitori NS3/4A può essere suddivisa in due classi: COVALENTI REVERSIBILI 
e  NON COVALENTI.   
Gli inibitori di prima generazione a struttura lineare approvati sono boceprevir e telaprevir, che 
incorporano una α-chetoammide capace di reagire reversibilmente con la Serina139 del sito 
catalitico.  
 
                       
La classe di inibitori non covalenti comprende strutture lineari e macrocicliche: i composti 
macrociclici presentano collegamenti tramite la catena laterale di P1 e quella di P3 oppure tramite 
la catena laterale P2 e quella di P4. Tutti gli inibitori elencati contengono una funzione N-acil-(4R)-
arilossiprolina con estesi gruppi sostituenti come chinolina, isochinolina, chinossalina e indolina 
nella regione P2. 
Un'altra caratteristica comune a tutti gli inibitori non covalenti è la presenza di acido 
vinilciclopropilamminico o del bioisostero acido etilciclopropilamminico in posizione P1. 
La somministrazione orale di BILN2061 nei pazienti affetti da genotipo 1 portò ad una rapida e 
profonda riduzione dell’RNA virale: questo composto dimostrò che gli inibitori NS3/4A erano 
potenziali agenti terapeutici. Successivamente però gli sviluppi clinici del composto BILN2061 
vennero sospesi per la cardiotossicità dimostrata ad alte dosi su scimmie rhesus.  
In seguito, la funzione N-acil-(4R)-arilossiprolina è stata sostituita da un ciclopentano trisostituito 
o un ciclopentendicarbonile come nuovo nucleo: questo era stabile e capace di mimare la 
conformazione della prolina P2 nel substrato della proteasi consentendo lo spostamento della 
struttura ammidica P2-P3. 
Così sono stati sviluppati i composti 1 e 2 (figura 2.2), derivati più potenti contenenti il nuovo 
nucleo ciclopentano o ciclopentene al P2, che hanno mostrato valori di Ki di 22 e 1.3 nM, 
rispettivamente, contro la proteasi di lunghezza normale del virus di genotipo 1a. 
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Figura 2.2 
 
Durante la caratterizzazione delle SAR dei composti con la nuova struttura di P2, è stato osservato 
che è preferita la configurazione L sia sull’amminoacido P3 che sul P4. Si è inoltre constatato che 
l’acido (1R,2S)-1-amino-2-vinilciclopropancarbossilico sul motivo P1 e il gruppo 2-fenil-7-metossi-
4-chinolinico in P2 aumentavano la potenza degli inibitori. 
Gli studi successivi sui derivati aventi come nucleo il ciclopentano si sono concentrati sulle 
seguenti modifiche strutturali: 
 ciclizzazione, per ottenere macrocicli; 
 accorciamento dello scheletro peptidico; 
 sostituzione dell’acido carbossilico della regione P1 con la funzione bioisostera 
acilsulfonammidica. 
Venne quindi sintetizzata e valutata una serie di macrocicli aventi da 13 a 16 atomi di carbonio 
che incorporavano il nucleo del ciclopentano con differenti sostituenti P4, su cellule della linea 
Huh-7 con repliconi di genotipo 1b. Le SAR rivelarono che gli inibitori più potenti avevano: 
 Una funzione idrazinica o funzionalizzata con NH-Boc in P4 
 Preferenza per 14 atomi di carbonio 
Nell’ambito dei macrocicli a 14 atomi di C è stata studiata una sotto-classe di composti 
variamente sostituiti in P3 ed è emerso che le strutture favorite contenevano sostituenti P3 di 
piccole dimensioni. 
E’ stato inoltre osservato che il linker con l’aminoacido P3 prolina N-urea o N-carbammato 
conferiva agli inibitori un eccellente profilo antivirale (figura 2.3) 
  
           
Figura 2.3 
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Poiché la potenza di questi composti era insufficiente, per migliorare il profilo farmacocinetico, la 
chinolina legata a P2 da una funzione eterea è stata sostituita con altri eterocicli quali 
isochinoline, chinazoline e pirimidine.  
I sostituenti sull’acilsulfonamide sono stati esplorati come altra possibilità per migliorare le 
proprietà degli inibitori. Sia la serie P2-ciclopentilica e la serie P2-prolin ureica sono state 
ottimizzate parallelamente, applicando la strategia riassunta nella figura 2.4.  
 
 
Figura 2.4 
 
Alla fine di questi studi sono stati ottenuti i composti 3 e 4 (figura 2.5) che hanno dimostrato un 
eccellente profilo in termini di potenza ed efficacia in vitro e in vivo e sono stati i candidati per un 
ulteriore sviluppo. E’ importante osservare che la replicazione virale di HCV si verifica quasi 
esclusivamente negli epatociti e il raggiungimento di elevate concentrazioni farmacologiche nel 
fegato è il punto critico per la classe dei farmaci DAA anti HCV. I dati di somministrazione orale nel 
ratto hanno mostrato che il composto 3 è ben distribuito con ha un’alta concentrazione nel fegato 
con un rapporto fegato/plasma di 32. Nei cani, il composto 3 ha avuto un profilo migliore rispetto 
agli altri composti valutati tra cui il composto 4, caratterizzato da completo assorbimento dopo 
somministrazione orale di 6.5 mg/kg, un’alta Cmax e AUC (Area Under Curve, area sotto la curva 
concentrazione-tempo nel plasma) e una lunga emivita.  
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Figura 2.5 
 
 
2.3 Analisi struttura 3D del complesso simeprevir-NS3/4A   
Durante il progresso del composto 3 negli studi clinici è stata determinata la struttura del 
complesso che esso forma con la proteasi N3/4A. Si è trattato del primo esempio di complesso 
inibitore NS3/4A non covalente che mostra che il sostituente P2 del composto 3 (simeprevir) 
occupa il sottosito S2. La struttura del complesso NS3/4A-Simeprevir prevede un ripiegamento 
dell’enzima con l’inibitore che si lega nel sito attivo occupando i sottositi S3-S1’ (figura 2.6). 
              
 
Figura 2.6 
 
Tutti i domini del composto 3  sono coinvolti nel legame: il gruppo NH ammidico presente sullo 
scheletro P1-P2 forma legami con l’ossigeno dell’Arg155 e l’ossigeno carbonilico dell’ammide del 
gruppo P2-P3 forma contatto con l’ N dell’Ala157. Il gruppo acilsulfonamide del composto 3 
3 
Simeprevir 
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costituisce una vasta rete di legami idrogeno intermolecolari nella regione del residuo catalitico 
della Ser. Il ciclopropile presente sul gruppo P1 occupa il sottosito S1’ della proteasi NS3/4A. 
 
 
 
I sostituenti P1-P3 mimetici della catena laterale di simeprevir sono collegati formando una 
regione idrofobica del macrociclo a 14 termini  che forma contatti idrofobici multipli con molti 
residui del sito attivo.  
 
2.4 Caratterizzazioni precliniche 
La selezione di simeprevir come candidato clinico è basata sulle sue promettenti caratteristiche 
biologiche e farmacocinetiche. Il composto è stato quindi ulteriormente caratterizzato rispetto al 
profilo biologico, farmacologico e di sicurezza nelle prove preliminari. Gli effetti di simeprevir sono 
stati testati sui diversi genotipi e sottotipi recettoriali. Negli studi sull’effetto sull’attività 
proteolitica di NS3/4A nei genotipi 1a e 1b   sono stati riscontrati valori di Ki 0.5 nM e1.4 nM, 
rispettivamente. 
Componenti di siero umano hanno dimostrato di legarsi a molti farmaci  riducendone l'attività. 
Pertanto, poiché  simeprevir si lega ampiamente alle proteine plasmatiche (> 99%), l’attività del 
replicone antivirale è stata testata in presenza di proteine plasmatiche umane (glicoproteina α-1 
acida e  albumina da siero umano, da sola e in combinazione), ma è stata riscontrata una modesta 
riduzione di EC50 dei repliconi.  
È stata valutata la selettività contro un gruppo di 20 proteasi cellulari umane, tra cui elastasi 
leucocitaria umana, tripsina, chimotripsina, trombina, fattore VIIa e il fattore X: simeprevir si è 
dimostrato altamente selettivo. 
La specificità di simeprevir è stata ulteriormente supportata dall’assenza di qualsiasi effetto 
antivirale verso altri DNA e RNA virali, compresi i virus strettamente correlati al genere 
Flaviviridae quali virus della diarrea bovina e virus della febbre gialla, fino alla più alte 
concentrazioni testate (10 o 100 μM) . 
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2.5 Sviluppo di resistenza a simeprevir 
La resistenza a simeprevir è stata caratterizzata su cellule contenenti repliconi di HCV di genotipo 
1a e 1b. 
Nel 96% dei  repliconi di genotipo 1 selezionati dal trattamento con simeprevir sono state 
riscontrate una o più sostituzioni di aminoacidi nelle posizioni 43, 80, 155, 156 e/o 168 della 
proteasi NS3, con la sostituzione in posizione 168 osservata più frequentemente (78%). Le 
mutazioni al residuo Gln80 hanno avuto il minore impatto sull'attività di simeprevir, mentre sono 
stati osservati maggiori effetti per repliconi con alcune mutazioni alle posizioni 43, 155, e 156. 
Questi risultati ottenuti in vitro sono coerenti con la modalità di legame osservata per simeprevir. 
Phe43, Arg155, e Ala156 stabiliscono un contatto diretto col composto e Asp168 gioca un ruolo 
centrale nel posizionamento di Arg155 nella conformazione in cui si apre la tasca S2 . 
 
 
Mutazioni che conferiscono resistenza e modalità di legame di simeprevir alla proteasi NS3/4A. 
 
Inoltre simeprevir è rimasto attivo contro repliconi con mutazioni osservate dopo l’esposizione in 
vitro o in vivo ai composti telaprevir e boceprevir.  
E’ interessante osservare che repliconi recanti mutazioni che rendevano inefficace il trattamento 
con simeprevir conservavano completa suscettibilità al trattamento con inibitori delle altre 
proteine non strutturali NS5A e NS5B, somministrati insieme a peg-interferone . Le percentuali 
di SVR sono notevolmente migliorate combinando un farmaco DAA con peg-interferone α e 
ribavirina o con combinazioni di DAA con meccanismi d’azione differenti. Gli studi di 
combinazione in vitro riguardanti l’associazione di simeprevir con interferone, ribavirina, inibitori 
NS5A o NS5B hanno evidenziato un effetto additivo o sinergico. Inoltre, le combinazioni di 
simeprevir con peg-interferone e inibitori di NS5B polimerasi o di NS5A hanno impedito la 
formazione di colonie di repliconi farmaco-resistenti. Questi dati indicano che l'uso di simeprevir 
in combinazione con altri DAA con meccanismi d'azione complementari potrebbero ridurre o 
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prevenire l'accumulo di mutazioni che inducono farmaco-resistenza e avere quindi un effetto 
positivo sui tassi di risposta.  
La valutazione degli effetti citotossici e citostatici di simeprevir in una gamma di linee cellulari 
umane derivate da differenti tessuti ha dato come risultato un indice di selettività >1000. Sono 
state valutate le concentrazioni citotossiche e citostatiche di simeprevir in una serie di linee 
cellulari umane derivate da diversi tessuti ed è stato osservato un indice di selettività > 1000. 
Simeprevir è risultato inattivo in test di genotossicità e ha mostrato un profilo di sicurezza 
farmacologica (funzioni del sistema nervoso centrale, cardiovascolare e polmonare) che ha fornito 
una solida base per il proseguimento dello sviluppo.  
 
2.6 Sviluppo clinico di simeprevir 
STUDI DI FASE I: la sicurezza, tollerabilità e farmacocinetica di simeprevir sono state testate nei 
primi studi di fase I randomizzati a doppio cieco su 49 volontari sani, seguito da uno studio su non 
controllato con placebo in sei pazienti affetti da HCV genotipo 1 a cui è stato somministrato 
simeprevir. Lo studio ha stabilito che simeprevir somministrato una volta al giorno per via orale è 
generalmente sicuro e ben tollerato e ha mostrato una potente attività antivirale quando dosato 
su 5 giorni. I livelli plasmatici diRNA virale è diminuito rapidamente in tutti i pazienti. 
STUDI DI FASE II: simeprevir è stato somministrato come monoterapia per 7 giorni, seguita dalla 
combinazione con peg-interferone α2a e ribavirina  per 21 o 28 giorni. Questa terapia è stata poi 
continuata fino  a 48 settimane. Questi studi hanno dimostrato che simeprevir è generalmente 
ben tollerato ed ha attività antivirale contro HCV dei genotipi 1, 2, 4, 5 e 6. 
STUDI DI FASE III:  studi di fase III randomizzati a doppio cieco hanno evidenziato che una 
monosomministrazione giornaliera di simeprevir garantiva alta efficacia e tollerabilità; inoltre è 
emerso che simeprevir può essere somministrato in associazione con altri DAA ottenendo 
percentuali di SVR molto elevate con brevi durate di trattamento (12-24 settimane). 
 
2.7 Prospettive e sviluppi futuri 
Sono state presentate domande di nuovo farmaco per simeprevir in Giappone, negli Stati Uniti e 
in Europa basata su quattro Studi di fase III giapponesi e tre studi di fase III in Europa e Stati Uniti, 
integrata da dati provenienti da diversi studi di fase II.  
Simeprevir è stato approvato nel settembre 2013 in Giappone con il nome commerciale SOVRIAD 
e nel mese di novembre 2013 in Canada con il nome commerciale GALEXOS e, a novembre 2013, 
negli Stati Uniti sotto il nome commerciale OLYSIO per il trattamento dell'infezione cronica da 
epatite C come parte di un regime antivirale di trattamento in combinazione con peg-interferone 
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e ribavirina nei pazienti  adulti affetti da genotipo 1 per combattere malattie del fegato come la 
cirrosi. Ad oggi, più di 3700 pazienti sono stati trattati con simeprevir negli studi clinici.  
Nel corso degli ultimi anni, gli studi hanno continuato a svilupparsi e il prossimo passo per 
migliorare ulteriormente il trattamento per i pazienti con HCV sarà la nuova ondata di terapie 
totalmente a regime orale. I regimi di trattamento senza interferone e senza ribavirina sono 
attualmente in fase II e III degli studi. I risultati ottenuti finora indicano che un alto tasso di 
guarigione da HCV può essere realizzato combinando due o tre DAA, con o senza ribavirina.  
Simeprevir è inoltre in corso di valutazione in fase II senza la combinazione con interferone con e 
senza ribavirina, in combinazione con sofosbuvir inibitore NS5 e con l’inibitore del complesso di 
replicazione NS5A daclatasvir.  
Per riassumere, i pazienti con infezione cronica da HCV possono ora guardare a tassi di guarigione 
più elevati di quelli precedentemente raggiunti, tassi che continueranno a salire offrendo nuove 
prospettive per l’intera popolazione di pazienti affetti da HCV. Restano problemi e ostacoli da 
affrontare, tra questi  la necessità di diagnosi di pazienti con HCV (in particolare quelli con 
malattia epatica avanzata che beneficeranno maggiormente dei trattamenti), le politiche di 
rimborso, e non da ultimo, la distribuzione di trattamenti a prezzi accessibili per la distribuzione 
nei paesi in via di sviluppo. La più avanzata di queste terapie, mirate per il trattamento di HCV 
genotipo 1, potrebbe essere disponibile nei primi mesi del 2015. [9]-[14] 
 
2.8 Altri inibitori NS3/4A in fase III delle ricerche cliniche: asunaprevir e 
danoprevir 
 
Asunaprevir 
Asunaprevir è un inibitore NS3/4A tripeptidico contenente un gruppo acilsulfonammidico, 
correntemente in fase III degli sviluppi clinici per il trattamento del virus dell’epatite C. 
 
 
 
22 
 
La scoperta di asunaprevir deriva dal composto BMS-605339 il quale rappresenta il chemiotipo 
tripeptidico contenente un gruppo acilsulfonammidico.  
 
 
 
Questa serie chimica introduce una ciclopropil acilsulfonammide sul sostituente P1’, un elemento 
strutturale che conferisce aumento di potenza in tutte le cellule con repliconi rispetto all’acido 
carbossilico progenitore. Fu osservato che il composto BMS-605339 su pazienti infetti da genotipo 
1 portava una significativa riduzione della carica virale, tuttavia, questi sviluppi sono stati sospesi 
a causa dell'osservazione di eventi  cardiovascolari correlati all’uso di questo farmaco tra cui 
bradicardia, prolungamento del periodo refrattario. 
Per questo gli studi si sono concentrati sull’identificazione di un secondo composto clinico che 
deriva da questo tripeptide acilsulfonammidico: è stato visto che modifiche strutturali della 
posizione P2 sull’anello isochinolinico diminuivano gli effetti cardiovascolari. Quindi è stato 
identificato il composto isomero asunaprevir contenente sul C7 un atomo di cloro.  
Profilo farmacocinetico di asunaprevir rispetto al composto BMS-605339: 
 Dopo somministrazione orale i livelli di asunaprevir nel fegato dopo 24 ore risultano più 
alti rispetto ai livelli del composto BMS-605339, suggerendo una buona distribuzione 
epatica (l’emivita nel fegato di asunaprevir è 13 ore mentre l’emivita del composto BMS-
605339 è solo 4 ore ); 
 La biodisponibilità orale di asunaprevir risultava bassa, ma la clearance risulta comunque 
più favorevole rispetto al composto BMS-605339; 
 La potenza antivirale di asunaprevir verso repliconi di genotipo 1a e 1b è circa 2 volte 
maggiore rispetto al composto BMS-605339. 
 I due composti hanno simile modalità di legame alla proteina NS3/4A: il gruppo P2 
isochinolinico con il sostituente cloro si lega all’Arg-168; 
 Dopo 24 ore asunaprevir non produce significativi effetti avversi a carico del sistema 
cardiovascolare. 
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Quindi, visto il favorevole profilo, asunaprevir è entrato nello sviluppo clinico. Gli effetti antivirali 
di asunaprevir sono stati testati su pazienti infettati da genotipo 1. Dopo la somministrazione di 
una dose di 200-1200 mg, l’RNA plasmatico virale decadeva rapidamente. Gli studi clinici si sono 
concentrati sulla combinazione di asunaprevir con peg-interferone-α e ribavirina con uno o più 
agenti ad azione antivirale diretta (DAA) con differenti target nel virus dell’HCV. Asunaprevir è 
stato somministrato in combinazione con l’inibitore NS5A daclatasvir con o senza peg-interferone 
α e ribavirina e somministrato per 24 settimane in pazienti affetti da genotipo 1 che avevano 
precedentemente fallito il trattamento con peg-interferone-α e ribavirina. 
In un importante studio clinico, asunaprevir è stato combinato con l’inibitore del complesso NS5A 
daclatasvir come parte di un regime senza interferone e senza ribavirina. Non solo questo era il 
primo studio a dimostrare che i pazienti con infezione da genotipo 1 potrebbero essere curati con 
un regime a base di soli DAA, ma è stato anche il primo studio a dimostrare che i pazienti che non 
rispondono a precedenti trattamenti a base di peg-interferone  potrebbero ora essere curati. Gli 
studi di fase III con asunaprevir e daclatasvir devono essere completati, e, se verranno approvati, 
questo regime con solo DAA ha il potenziale per fornire una cura ai pazienti affetti da genotipo 1b 
di HCV. [15]- [16] 
 
Danoprevir 
 
Figura 2.7 
 
Nell’ambito della ricerca di nuovi inibitori NS3/4A attivi verso tutti i genotipi di HCV, è stata 
progettata una libreria virtuale costituita da composti tetrapeptidici 5 (figura 2.7) che 
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possedevano sul gruppo P1/P1’ un acido carbossilico, un linker generico e sul gruppo P2 diversi 
sostituenti che andavano ad occupare la tasca lipofila S2 della proteasi  NS3/4A.  
Sulla basi di studi di docking sono state selezionate le strutture chimiche più promettenti ed è 
stata sintetizzata una libreria di circa 70 tetrapeptidi con gruppi carbammato sull'idrossiprolina P2 
6 utilizzando un insieme diversificato di ammine primarie e secondarie ed è stato così individuato 
un tetraidroisochinolin carbammato 7 come lead di una nuova classe di inibitori. Questo si è 
dimostrato potente nel saggio enzimatico ma poco attivo nel saggio cellulare basato sui repliconi 
e ciò è stato attribuito a scarsa permeabilità cellulare. È emerso infatti che i gruppi lipofili, 
preferibilmente contenenti gruppi aromatici, portano significativo aumento di inibizione 
dell’enzima NS3, ma questi derivati avevano poca potenza a causa della scarsa permeabilità. Sono 
state quindi apportate due importanti modifiche: è stato eliminato l’amminoacido al P4 e il 
restante peptide è stato ciclizzato : ciò permetteva di ridurre l’esposizione al solvente delle aree 
più polari e la macrociclizzazione portava irrigidimento della struttura peptidica e proteggeva 
l’ammina dalla scissione proteolitica. Ciò non bastava a migliorare la potenza, quindi sono state 
apportate altre modifiche: il gruppo P1/P1’ è stato trasformato da acido carbossilico a 
acilsolfonammide, in quanto la maggior delocalizzazione della carica negativa 
dell’acilsulfonammide rispetto all’acido permette di aumentare la permeabilità. In seguito è stato 
ottimizzato il gruppo P2: la tetraidroisochinolina presente negli studi iniziali è stata sostituita con 
il gruppo isoindolina che ha dimostrato miglior interazione con la superficie S2 piatta e lipofila. 
Inoltre sostituzioni di piccole dimensioni sull’anello benzenico del nucleo isoindolinico aumentano 
l’attività inibitoria, in particolare l’inserimento di un atomo di fluoro in posizione 4. Un aumento di 
potenza si ha anche inserendo piccoli gruppi alchilici in posizione P1’, in particolare il gruppo 
ciclopropile aumenta la potenza sia nel saggio enzimatico che in quello cellulare. La somma di 
queste modifiche strutturali ha portato alla sintesi del composto danoprevir come candidato per 
lo sviluppo clinico. 
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2.9 Struttura cristallina ottenuta ai raggi X di danoprevir 
La struttura cristallina ottenuta ai raggi X di danoprevir legato alla NS3 proteasi determinata rivela 
un modo di legame unico di danoprevir, distinto dalle modalità di legame osservate per gli 
inibitori covalenti telaprevir e boceprevir, che supporta i dati ottenuti attraverso studi di cinetica 
enzimatica. 
 
 
Modalità di legame di danoprevir 
 
La tasca S1/S1' è occupata dal ciclopropile e dal gruppo acilsolfonammidico, con l'ossigeno 
carbonilico che si lega al sito attivo della proteasi formando legami a idrogeno con Gly137 e 
Ser138. Gli ossigeni solfonilici formano legami a idrogeno con Gly137 e Ser139, mentre l'azoto del 
gruppo solfonammidico  forma legami a idrogeno con l’His57. Il sostituente fluoro presente sul 
gruppo isoindolina P2 si trova nella parte lipofila della tasca S2 e il P3carbammato t-butil occupa 
la tasca S4. La catena alifatica  che collega la catena P1 ciclopropilica al P3 si estende dal sito S1 al 
sito S3.  
La straordinaria potenza inibitoria osservata per danoprevir nasce dalla sua rete di legami a 
idrogeno nel sito S1/S1' insieme con le interazioni di Van der Waals all'interno della fenditua 
lipofila S1-S3 e lungo la tasca S2.  
Dall’esame della struttura di danoprevir legato a NS3 si possono ricavare informazioni che 
spiegano perché esso mantenga la propria attività anche in presenza di mutazioni, in particolare la 
mutazione A156T. In presenza di farmaco-resistenza causata dalla mutazione A156T, infatti, 
telaprevir diminuisce la potenza di 100 volte e diventa essenzialmente inattivo; danoprevir invece 
subisce calo di potenza di sole 2 volte. 
Nella struttura cristallina di danoprevir legato alla proteasi NS3, il gruppo metile della  catena 
laterale di Ala156 è orientato verso l’alto e circondato dal gruppo P2 fluoroisoindolinico e dal t-
butil carbammato del sostituente P3. Si può ipotizzare che danoprevir riesca a legarsi nelle 
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proteasi con mutazione A156T per due motivi: le dimensioni ridotte del gruppo isoindolinico 
rispetto ad altri sistemi e la maggior flessibilità e possibilità di rotazione dovuta al linker 
carbammato; questi due fattori conferiscono la capacità di danoprevir di collocarsi nel sito attivo 
senza impedimenti da parte della treonina presente a seguito di mutazione. 
Attualmente, danoprevir è in fase II di sviluppo clinico sia in combinazione con peg-interferone 
α/ribavirina che con gli inibitori NS5B poiché ha dimostrato robusta attività antivirale nei pazienti 
affetti da HCV cronica. [17] 
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Capitolo 3 
 
Inibitori della proteina NS5A 
La proteina non strutturale 5A (NS5A) del virus dell'epatite C (HCV) svolge un ruolo critico nel ciclo 
di replicazione virale, facilitando la produzione dell'RNA genomico e l'assemblaggio del virione, 
ma anche modulando i fattori della cellula ospite in modo da creare un ambiente favorevole allo 
sviluppo del virus.  
Non è nota l'attività enzimatica di HCV NS5A e non si conosce la funzione precisa di questa 
proteina durante la replicazione del virus nella cellula ospite; tuttavia, NS5A è emerso come 
potenziale bersaglio terapeutico con la scoperta dell’efficacia clinica di daclatasvir.  
Lo screening di una collezione di composti su repliconi di genotipo 1b ha selezionato strutture 
lead la cui ottimizzazione ha portato alla scoperta di BMS-790052, daclatasvir, con affinità di 
ordine sub-nanomolare: si tratta di un inibitore del complesso di replicazione (RCI) di NS5A che ha 
dimostrato una riduzione rapida e profonda della viremia in seguito alla somministrazione di 
singole dosi per curare i soggetti infettati dal genotipo 1 di HCV non ancora sottoposti a terapia.  
 
                                              
La potenza ed efficacia di daclatasvir hanno stimolato un notevole interesse nella progettazione e 
nello sviluppo di nuovi inibitori del complesso di replicazione (RCI) di NS5A e ha fornito anche 
strumenti utili con cui esplorare e comprendere ulteriormente il ruolo della proteina nella 
replicazione del virus. Di conseguenza, gli inibitori di NS5A si sono rivelati una classe di agenti 
terapeutici di rilevanza clinica, poiché hanno importanti azioni antivirali dirette (DAA) e possono 
essere usati in combinazione di terapie offrendo la possibilità di sostituire l'attuale regime di 
trattamento dipendente dall’interferone. 
 
3.1 Struttura NS5A  
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NS5A è una fosfoproteina costituita da 447 residui che lega un atomo di zinco ed è implicata in 
diverse funzioni che vanno dalla replicazione di HCV al packaging del genoma  virale sino 
all’assemblaggio del virus, per consentire a HCV di mantenere uno stato cronico di infezione 
attraverso la modulazione delle funzioni della cellula ospite. Pur non avendo una funzione 
enzimatica nota, questa proteina essenziale ha un’ampia e vasta gamma di attività e interazioni 
che mettono in risalto la sua importanza nella propagazione virale e il cui ruolo è stato 
considerato quello di regolatore principale della replicazione di HCV. 
La proteina NS5A viene elaborata e rilasciata dalla poliproteina di HCV attraverso la NS3/4A serin-
proteasi codificata dal virus. La scissione della poliproteina nei singoli componenti non strutturali 
porta alla produzione di intermedi, tra cui il polipeptide piuttosto stabile NS4B-NS5A. Questo 
intermedio si associa con le proteine e le zattere lipidiche della membrana cellulare della cellula 
ospite e partecipa direttamente alla formazione del complesso di replicazione di HCV prima di 
essere completamente scisso nelle due singole proteine. Ciò suggerisce che gli intermedi 
contenenti NS5A siano importanti nel ciclo di vita del virus e possano offrire ulteriori punti di 
controllo per la regolazione e/o le associazioni della proteina, che potrebbero quindi essere 
interrotte da inibitori del complesso di NS5A. 
La proteina NS5A stessa ha tre domini globulari con il dominio I altamente strutturato, mentre i 
domini II e III sembrano essere lineari. I domini I e II di NS5A sono necessari per la replicazione 
dell'RNA, mentre il dominio III è in gran parte superfluo in questa fase, ma è essenziale per 
l’assemblaggio del virione. 
 
 
 
 
Il dominio I incorpora un’elica anfifilica, comprendente 20 aminoacidi che ancorano la proteina 
alla membrana del reticolo endoplasmatico (ER), seguita da una serie di amminoacidi (residui 26-
32 di prolina) implicati nella resistenza (amminoacidi 28, 30, 31 e 32) agli agenti RCI di NS5A. Il 
dominio prosegue con sequenze che contengono funzioni necessarie per la replicazione e il 
controllo dei fattori della cellula ospite, anch’essi implicati nella resistenza agli inibitori. Questi  
hanno infatti dimostrato di legarsi al dominio I, mentre i restanti due domini sono implicati in 
funzioni importanti per la replicazione in colture cellulari attraverso mutazioni adattative 
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(dominio II), legame con RNA (domini I, II, e III), fosforilazione e iperfosforilazione da chinasi 
cellulari (dominio II), packaging virale e assemblaggio (dominio III), associazione con NS5B e altre 
proteine (domini I e II). 
 
3.2 Meccanismo d’azione di daclatasvir 
Le proteine della cellula ospite sono soppiantate nelle loro normali funzioni  dall’interazione con 
la proteina NS5A che svolge un ruolo fondamentale nel mantenimento del genoma del virus nei 
soggetti infetti. Questo è sottolineato dai dati che evidenziano una correlazione della proteina 
NS5A con lo sviluppo di carcinoma epatocellulare e con la resistenza al trattamento con 
interferone-α; il ruolo di NS5A nella risposta all'interferone rimane comunque controverso. Le 
proteine della cellula ospite che interagiscono direttamente o indirettamente con NS5A sono circa 
130 e rappresentano altri potenziali target per la terapia contro l’infezione da HCV. 
Uno studio su NS5A purificata espressa da Escherichia coli ha permesso una prima 
caratterizzazione della proteina. L’analisi cristallografica ha interessato il tratto del dominio I 
compreso tra i residui 25-215: i residui 36-198 rivelano la presenza di un ripiegamento che 
coordina il legame tetraedrico di un singolo ione Zn2+ con le cisteine 39, 57, 59 e 80 (funzione 
molto importante ai fini dell’associazione con RNA) e un ponte disolfuro tra la cisteina 142 e la 
cisteina 190. Il dominio I può essere ulteriormente suddiviso in due sottodomini IA e IB: il primo è 
composto dai primi 100 aminoacidi e racchiude il sito di legame con lo Zn2+. Di particolare 
interesse nel contesto degli studi sugli inibitori RCI di NS5A è che il monomero 36-138 si associa 
per formare un dimero nel dominio I: la porzione dimerica  rappresenta  il  sito di interazione di 
daclatasvir e composti correlati.  L’asse di ogni monomero è ruotato rispetto all’altro creando 
un’ampia fenditura a forma di V. Le dimensioni della fenditura e la preponderanza di residui basici 
nelle superfici interne che si fronteggiano ha indotto a proporre che questa regione possa formare 
un sito di legame per catene di RNA. 
Una seconda determinazione di struttura con raggi X ha rivelato la stessa conformazione del 
monomero, ma il ponte disolfuro non è stato evidenziato e gli assi dei monomeri appaiono quasi 
paralleli. Questo diverso arrangiamento porterebbe a ipotizzare un’interazione con RNA sulle 
superfici esterne e così non appare chiaramente un sito di legame. Comunque, le informazioni 
combinate dedotte dalle due strutture hanno portato a formulare l’ipotesi che queste due diverse 
forme possano arrangiarsi o legarsi insieme, al punto tale da portare alla formazione di una 
struttura polimerica con forma complessiva di un’elica. 
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Gli studi strutturali citati hanno fornito una prima base per lo studio delle interazioni dei nuovi 
inibitori RCI con la proteina: ad esempio, la simmetria della forma dimerica rispecchia la 
simmetria che caratterizza la struttura dei più potenti RCI di NS5A, suggerendo che il dominio I 
possa essere l’effettivo sito d’interazione. Molti altri studi biochimici supportano la natura 
dimerica del dominio I di NS5A, ad esempio, è stato osservato che la dimerizzazione di NS5A è 
facilitata da Zn2+, mentre agenti riducenti la inibiscono, suggerendo che l’associazione avviene 
attraverso il ponte disolfuro da parte dei residui di cisteina nel dominio I. Quando sono presenti 
alte concentrazioni di daclatasvir, il composto non previene la dimerizzazione: ciò induce a 
ipotizzare che il meccanismo d’azione non sia la rottura del legame proteina-proteina. Comunque, 
il legame di daclatasvir con NS5A non è ancora del tutto dimostrato. Si è pensato che daclatasvir e 
analoghi abbiano come bersaglio NS5A sulla base di mutazioni associate a resistenza all’interno 
della regione N-terminale della proteina. Complessivamente sono state individuate tre regioni 
principali per lo sviluppo di resistenza: i residui 28-32, 54-58 e 92-93; in generale, la sostituzione di 
uno o due amminoacidi ha portato ad aumento dei livelli di resistenza, in modo simile su varie 
colonie di HCV. 
E’ stato dimostrato che daclatasvir e analoghi bloccano l’iperfosforilazione di NS5A e si pensa che 
ciò avvenga attraverso il legame con la regione N-terminale di NS5A, che  indurrebbe un 
cambiamento di conformazione sfavorevole per l’iperfosforilazione. Questo però non è l’unico 
meccanismo d’azione.  
E’ stato inoltre osservato che gli inibitori NS5A  alterano la distribuzione subcellulare della 
proteina NS5A, mentre non hanno questo effetto sulla proteina NS5B.  A seguito del trattamento 
con RCI, NS5A verrebbe ridistribuita dal sito di replicazione formato dalle membrane del reticolo 
endoplasmatico alle goccioline lipidiche e come conseguenza non interverrebbe più nella 
replicazione di RNA.  
In più è stato dimostrato che c’è un ritardo nell’espressione dell’attività degli agenti RCI, perché 
questi inibirebbero la formazione di un complesso di replicazione ex novo, ma non agirebbero 
sulla sintesi di RNA nei complessi preesistenti; infatti daclatasvir non agisce su siti di replicazione 
di repliconi isolati. Questo suggerisce che nei repliconi gli inibitori RCI funzionino in uno step 
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precedente la formazione del complesso di replicazione: ciò spiegherebbe perché tali agenti  
marcati con biotina siano in grado di interagire con NS5A quando vengono aggiunti a cellule di 
replicone in cui la replicazione è attiva ma non quando sono incubati con lisati di cellule. 
Inoltre, gli agenti RCI di NS5A sono in grado di rallentare il cleavage del precursore NS4B-NS5A, 
suggerendo che i composti possono legarsi a NS5A quando è ancora parte della poliproteina di 
HCV immatura. Sulla base di questi dati, è concepibile che un sito di legame NS5A-RCI sia 
accessibile durante la sintesi della poliproteina e che il legame di un inibitore in questa fase induca 
un cambiamento conformazionale della proteina che colpisce a valle diverse proprietà di NS5A, 
tra cui i suddetti effetti su fosforilazione e localizzazione della proteina. 
Un più recente sviluppo nella comprensione della modalità di azione degli RCI di NS5A ha 
riguardato gli effetti clinici di daclatasvir sulla carica virale, che decade molto rapidamente dopo la 
somministrazione di dosi del farmaco di 10 o 100 mg per soggetti affetti da HCV. 
 
3.3 Studi clinici con inibitori di NS5A 
Studi clinici con NS5A-RCI hanno avuto un significativo impatto sul campo della terapia HCV 
portando alla scoperta di diverse molecole avviate allo sviluppo clinico. I composti di questa classe 
hanno dato un importante contributo nei trattamenti combinati di DAA, in particolare quando 
usati in combinazione con altri inibitori pan-genotipici.  
La sperimentazione di fase I, consistente in uno studio a dose singola ascendente di daclatasvir in 
soggetti HCV-infetti, fornisce la convalida della rilevanza clinica di NS5A come bersaglio 
terapeutico, rivelando una rapida e profonda riduzione della viremia che è diventata caratteristica 
della classe di inibitori. Il rapido calo della viremia dopo somministrazione di daclatasvir è stato 
attribuito ad un duplice effetto del farmaco su replicazione virale e assemblaggio del virione. Il 
calo iniziale della carica virale è associato ad un effetto sulla produzione del virione che è seguito 
da una seconda fase attribuita all’effetto inibitorio del composto sulla replicazione del virus. 
Questo profilo contrasta con quello degli inibitori della proteasi NS3 e NS5B per le quali la 
riduzione della carica virale presenta un esordio più lento, riflettendo così un ruolo limitato alla 
replicazione virale. 
Durante il sequenziamento del virus 24 e 144 h dopo la somministrazione nei soggetti infetti dal 
genotipo 1 di HCV sono state rilevate numerose varianti: la soppressione del virus wild-type 
permette a virus resistenti di svilupparsi e infine dominare. Questo perché il tasso di replicazione 
del virus in vivo è elevato (stimato essere superiore a un trilione di virioni al giorno) e RNA 
polimerasi è soggetta a errori: è stato ipotizzato che essa incorpori 0.1 -1 nucleotidi sbagliati per 
ogni RNA sintetizzato e ciò si traduce in un grande numero di mutazioni. Come conseguenza, un 
trattamento monoterapeutico di HCV porta normalmente al rapido emergere di resistenza e 
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questo è stato il risultato osservato quando daclatasvir era somministrato a soggetti con infezione 
cronica dal genotipo 1 del virus.  Da questi studi di fase I è apparsa chiaramente la necessità di 
combinare peg-interferone α e ribavirina con agenti ad azione antivirale diretta aventi profili di 
resistenza differenti, per controllare completamente la replicazione di HCV nel periodo di 
assunzione richiesto per la cura, stimato in 8-12 settimane.     
La combinazione di daclatasvir con peg-interferone α e ribavirina è stata sottoposta a 
sperimentazione clinica di fase II, che ha coinvolto 1110 pazienti, con dosi di 3, 10, 60 mg al 
giorno. E’ stata osservata una risposta dell’83% a 24 settimane dal termine della terapia, con un 
profilo di sicurezza paragonabile a quello osservato con peg-interferone α e ribavirina. 
Un successivo studio ha fornito una prima prova che i pazienti infettati da HCV potevano essere 
curati senza ricorrere a peg-interferone α/ribavirina ed è stato rivolto specificamente ai soggetti 
affetti da genotipo 1 che non avevano risposto alla terapia con questa associazione, considerati i 
casi più difficili da trattare. I pazienti reclutati, alcuni dei quali infettati dal virus genotipo-1a e altri 
da genotipo-1b, sono stati sottoposti a terapia usando la combinazione di daclatasvir con 
l’inibitore della proteasi NS3 asunaprevir per 24 settimane. La terapia con i due farmaci DAA si è 
rivelata insufficiente a debellare l’infezione nei pazienti infettati da genotipo genotipo-1a, mentre 
si è rivelata promettente nei pazienti infettati da genotipo genotipo-1b. Il sequenziamento del 
virus nei pazienti positivi al genotipo-1a che sono stati curati con questa terapia ha evidenziato la 
presenza di mutazioni che conferiscono resistenza, sia nella proteina NS3 che in NS5A come 
probabile causa del fallimento della terapia. Inizialmente il risultato di questo studio è stato visto 
come un momento di svolta nel trattamento dell'epatite C, ma è stata presto compresa la 
necessità di un terzo agente da aggiungere a questo regime per i pazienti infettati dal virus di 
genotipo 1a. Si può concludere che la combinazione di daclatasvir con l'inibitore della proteasi 
asunaprevir (vedi cap.2) è stato una componente critica nello stabilire che è possibile utilizzare il 
regime terapeutico con due farmaci DAA per curare l'infezione da HCV di genotipo 1b in assenza 
di modulazione immunitaria. Questi due composti costituiscono la base della richiesta di 
approvazione di un regime farmacologico basato su combinazioni di DDA senza interferone e 
ribavirina per il trattamento di pazienti infettati da genotipo 1b del virus. 
Altre associazioni di DAA sono state studiate o sono ancora attualmente in fase di studio. Tra 
queste in uno studio clinico di fase IIa, nel quale daclatasvir è stato somministrato in 
combinazione col profarmaco inibitore di NS5B sofosbuvir (vedi cap. 4 ), con o senza ribavirin, il 
risultato è una risposta virologica sostenuta SVR dopo quattro settimane.  [18]-[19] 
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Capitolo 4 
 
Inibitori NS5B 
 
4.1 Struttura proteina NS5B 
La proteina NS5B è una RNA polimerasi RNA-dipendente di 66 KDa, costituita da circa 590 
aminoacidi, che si trova all’estremità C-terminale della poliproteina virale di HCV. La proteina 
adotta una morfologia simile a quella di una mano destra mantenendo i sottodomini di "palmo", 
"dita" e "pollice". Pur avendo la forma della "mano destra"  comune a molte polimerasi, la 
struttura  iniziale di NS5B era notevolmente differente: la proteina NS5B ha due sottodomini che 
formano un anello dal dito nel sottodominio del pollice, come se la "mano destra" della RNA 
polimerasi RNA-dipendente si piegasse a formare il gesto "OK" (figura 4.1). 
 
 
Figura 4.1 Schema dell’ RNA polimerasi RNA dipendente NS5B orientata per mostrare  l’ingresso di un NTP nel sito 
attivo nel sottodominio a forma di ‘’palmo’’ (nastro dorato). L'arco di ingresso è formato dal dominio del ‘’dito’’ (nastro 
rosso). Il dominio ‘’pollice’’ è a sinistra (nastro blu). [20] 
 
4.2 Scoperta e sviluppo di inibitori della polimerasi NS5B 
La proteina NS5B fa parte del complesso di replicazione associato alla membrana insieme ad altre 
proteine virali, RNA virale e membrane cellulari alterate. NS5B polimerasi è responsabile della 
replicazione del genoma virale e quindi è assolutamente indispensabile per la moltiplicazione di 
HCV. E’ stato dimostrato che NS5B rappresenta un target valido per lo sviluppo di nuove terapie 
anti HCV. 
Come nel caso di altre polimerasi, sono stati tentati due approcci per identificare molecole a 
basso PM come inibitori di NS5B: 
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 l’identificazione di nucleosidi che funzionando come falsi substrati inducono una 
interruzione della catena;  
 la sintesi di inibitori non nucleosidici che si leghino a siti allosterici sulla polimerasi 
portando a un enzima non funzionale. [21] 
 
4.3 Inibitori nucleosidici 
Gli inibitori nucleosidici comprendono la classe del β-D-2'-deossi-2'-α-fluoro-2'-β-C-metil ribosio β-
D-2'-β-metil ribosio e del 4'-azidoribosio, rappresentate rispettivamente dai derivati  (RG7128), 
(NM-283), (R1626) (figura 4.2). 
 
 
 
Figura 4.2. Nucleosidi inibitori di HCV   
 
Il composto RG7128 è il profarmaco estere 3',5'-di-isobutirrico del nucleoside citidinico PSI-6130: 
negli studi clinici ha dimostrato efficacia nel ridurre i livelli di RNA di HCV dopo monoterapia della 
durata di 14 giorni in pazienti infettati da genotipo 1 e ha prodotto una risposta virologica rapida 
dell’88% in uno studio in combinazione con terapia standard peg-interferone/ribavirina della 
durata di 4 settimane. Inoltre, RG7128 si è dimostrato efficace verso pazienti infettati da HCV di 
genotipo 2 e 3 che non avevano risposto a terapie precedenti, rappresentando così il primo 
agente antivirale diretto che potesse coprire più genotipi.  
Gli studi successivi sono stati quindi orientati verso lo sviluppo di agenti di seconda generazione 
con aumentata potenza e migliori proprietà farmacocinetiche, capaci di generare elevate 
concentrazioni del corrispondente trifosfato a livello del fegato. Il nucleoside preso in 
35 
 
considerazione è il composto PS-6130 (figura 4.3), in cui la porzione citidinica è sostituita da quella 
uridinica. 
 
 
Figura 4.3. Metabolismo del nucleoside (PSI-6130) 
 
  
Il composto 10 si è dimostrato inattivo nel saggio sui repliconi di HCV, mentre il suo trifosfato ha 
mostrato attività di potente inibitore di NS5B. Inoltre, studi metabolici sul composto PSI-6130 
hanno rivelato che il monofosfato può essere deaminato a uridina monofosfato e 
successivamente essere metabolizzato al trifosfato 11 da uridina-citidina monofosfato chinasi 
(YMPK) e da nucleoside difosfato chinasi (NDPK). Il trifosfato 11 ha dimostrato di avere emivita 
intracellulare di 38 h.  
La ricerca si è quindi concentrata su una fosforamide, come profarmaco che potesse rilasciare 
l’uridina trifosfato 11 nel sito d’azione desiderato, cioè gli epatociti, in test in vivo. Sono stati 
quindi sintetizzati e saggiati numerosi derivati 5'-fosforamidi in cui varia la funzione esterea della 
porzione fosforamidica.  
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Formula generale dei derivati modificati sulla funzione esterea della porzione fosforamidica. 
Composto 12: R2 = CH3; composto 13: R2 = isopropile 
 
Sono state introdotte ulteriori modifiche della funzione fenolica legata al fosforo e modifiche della 
porzione amminoacidica, con mono- e di-sostituzione sull’atomo di C adiacente al gruppo 
amminico (Figura 4.4 a,b,c). 
 
 
 
a. Modifiche dei sostituenti della funzione fenolica             b.Modifiche della catena amminoacidica 
 
c. Modifiche simultanee del gruppo carbossilato e della funzione esterea fenolica 
Composto 14: R2 = cicloesile, R3 = 4-fluorofenile 
Figura 4.4 
 
Sulla base dei risultati di test su potenza sui repliconi, profilo di citotossicità iniziale e diversità 
strutturale è stata selezionata una serie di sette composti da sottoporre a nuove valutazioni: test 
su stabilità gastrointestinale, stabilità nel plasma umano ed esposizione alla frazione S9 del fegato 
umano (modello di stabilità a livello epatico). Infine, i composti sono stati valutati in vivo con studi 
farmacocinetici su ratti per determinare i livelli epatici dell’uridina trifosfato attiva 11 dopo 
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somministrazione orale, sulla base dell’assunzione che ad una maggiore quantità rilevata di NTP 
corrisponde ad una maggiore efficacia potenziale. I risultati hanno permesso di selezionare tre dei 
sette composti saggiati: 12, 13, 14. Poiché non era noto quali specie fossero maggiormente 
predittive dell’esposizione umana alle fosforamidi  di nucleosidi, gli studi di farmacocinetica sono 
stati estesi anche a specie diverse, il cane e la scimmia cinomolgus, per avere una comparazione: 
sia nello studio su cani che su scimmie il composto 14 ha mostrato livelli plasmatici ed epatici 
molto più elevati rispetto agli altri due candidati. Ulteriori indagini hanno permesso di valutare la 
produzione in vitro di trifosfato in epatociti primari umani rispetto a quelli di ratti, cani e scimmie 
incubati con i tre composti, che hanno mostrato in generale livelli superiori rispetto a quelli 
ottenuti col nucleoside citidinico PS-6130, al di sotto del limite di rivelazione. In particolare il 
composto 14 ha mostrato i livelli più elevati negli epatociti umani. 
Essendo nota la tossicità di nucleosidi/nucleotidi a livello mitocondriale (miopatia, neuropatia 
periferica, pancreatite) e a livello del midollo osseo (anemia, neutropenia, trombocitopenia), è 
stata valutata la tossicità dei tre composti su una vasta gamma di linee cellulari, tra cui due linee 
di epatociti umani (Huh7 e HepG2), linee pancreatiche, linfoblasti: nessuno dei tre composti ha 
mostrato citotossicità alla massima concentrazione testata, 100 µM. I composti sono stati saggiati 
anche sulla proliferazione di cellule progenitrici mieloidi ed eritroidi, registrando valori di IC50 < 50 
µM. La tossicità acuta in vivo è stata determinata per somministrazione orale di dose singola (50, 
300, 1800 mg/kg) su ratti, seguiti per 14 giorni: non sono state osservate mortalità, variazioni di 
peso corporeo o di organi (fegato, rene), patologie macroscopiche: la dose del “nessun effetto 
avverso osservato” è stata quindi fissata a 1800 mg/kg.  
Complessivamente il composto 14 si differenzia dagli altri due per i livelli di trifosfato, soprattutto 
negli epatociti primari umani, e il profilo farmacocinetico ed è stato quindi selezionato per gli 
sviluppi successivi. Il prodotto è in realtà una miscela di diastereoisomeri del centro del fosforo ed 
è un solido amorfo con basso punto di fusione. I diastereoisomeri sono stati separati per HPLC per 
ottenere i composti PSI-7976 e PSI-7977 (figura 4.5) che hanno dimostrato una significativa 
differenza di attività, maggiore di oltre 10 volte per PSI-7977  (EC90 = 0.42 µM) rispetto a PSI-7976  
(EC90 = 7.5 µM). 
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Figura 4.5 
 
Il diastereoisomero PSI-7977  è stato successivamente cristallizzato e sottoposto a determinazione 
di struttura con diffrazione a raggi X a cristallo singolo (figura 4.6). 
 
  
Figura 4.6 
 
Come si osserva nella figura 4.6, la configurazione assoluta del fosforo è Sp. Questo caso 
rappresenta la prima determinazione di struttura con raggi X di profarmaco nucleotidico 
funzionalizzato con fosforamide e il primo esempio di correlazione inequivocabile della 
stereochimica dell’atomo di fosforo con l’attività. Ogni diastereoisomero è stato anche saggiato su 
repliconi contenenti mutazioni resistenti a nucleosidi note: la mutazione di NS5B polimerasi S282T 
conferisce resistenza verso entrambi gli isomeri. Gli isomeri sono stati confrontati tra loro anche 
riguardo agli altri fattori già saggiati durante lo sviluppo della loro miscela 14: produzione di 
trifosfato in epatociti umani, profilo della citotossicità. Sulla base della maggiore potenza il 
diastereoisomero PSI-7977 è stato ulteriormente sviluppato; sono state quindi messe a punto 
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condizioni di cristallizzazione in scala di molti kg per ottenere le quantità di prodotto necessario 
per le prove cliniche alle quali è stato avviato. [20] e [22] 
 
4.4 Proprietà farmacologiche di PSI-7977-sofosbuvir 
Sulla base del buone proprietà farmacologiche, il composto PSI-7977-sofosbuvir è stato approvato 
per le sue caratteristiche di inibitore pan-genotipico dell’RNA polimerasi NS5B RNA-dipendente 
dell’HCV, che è essenziale per la replicazione virale. Il derivato uridinico trifosfato 
farmacologicamente attivo può essere incorporato nell’HCV RNA dalla polimerasi.NS5B e fungere 
da terminatore di catena. In un test biochimico, sofosbuvir ha inibito l’attività polimerasica 
dell’NS5B ricombinante dei genotipi HCV 1b, 2a, 3a e 4a con un valore della concentrazione 
inibitoria al 50%. È stato accertato che il metabolita attivo di sofosbuvir non interferisce con le 
normali attività dell’ RNA polimerasi umana, né un inibitore della RNA polimerasi mitocondriale.  
 
4.5 Resistenza 
In colture cellulari di repliconi di HCV con suscettibilità ridotta a sofosbuvir sono stati selezionati 
per diversi genotipi, tra cui 1b, 2a, 2b, 3a, 4a, 5a e 6a. La ridotta suscettibilità a sofosbuvir è stata 
associata alla sostituzione primaria S282T dell’NS5B in tutti i genotipi dei repliconi analizzati. La 
mutagenesi sito-speciﬁca della sostituzione S282T nei repliconi di 8 genotipi ha conferito una 
suscettibilità ridotta di 2-18 volte a sofosbuvir e ha ridotto dell’89-99% la capacità di replicazione 
virale in confronto al corrispondente. Nelle analisi biochimiche, la polimerasi ricombinante NS5B 
dei genotipi 1b, 2a, 3a e 4a esprimente la sostituzione S282T ha mostrato una suscettibilità ridotta 
a GS-461203 in confronto ai wild-type corrispondenti.  
 
4.6 Studi clinici 
Studi clinici in soggetti con epatite C cronica di genotipo 1, 4, 5 e 6 
In soggetti nuovi al trattamento, è stato fatto su un trattamento di 12 settimane con sofosbuvir in 
associazione a peg-interferone α 2a e ribavirina  in soggetti nuovi al trattamento con infezione da 
HCV di genotipo 1, 4, 5 o 6. I soggetti trattati erano 327. 
La Tabella riporta le percentuali di risposta per il gruppo di trattamento sofosbuvir + peg-
interferone α + ribavirina la SVR complessiva è stata del 91% (296 pazienti su 327). 
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Studi clinici in soggetti con epatite C cronica di genotipo 2 e 3 
È stato fatto uno studio randomizzato nel quale è stato valutato un trattamento di 12 settimane 
con sofosbuvir e ribavirina in confronto a un trattamento di 24 settimane con peg-interferone α e 
ribavirina in soggetti nuovi al trattamento con infezione da HCV di genotipo 2 o 3. Le dosi di 
ribavirina utilizzate nei pazienti trattati con sofosbuvir + ribavirina e peg-interferone α + ribavirina 
sono state, rispettivamente, 1.000-1.200 mg/die in base al peso corporeo e 800 mg/die 
indipendentemente dal peso corporeo. I soggetti con HCV di genotipo 2 o 3 sono stati arruolati 
con un rapporto di circa 1:3.  
La Tabella  riporta le percentuali di risposta per i gruppi di trattamento sofosbuvir + ribavirina e 
peg-interferone α   + ribavirina. 
 
 
 
Quindi nei pazienti con infettati con genotipo 2 o 3 per i quali il trattamento con peg-interferone 
α e ribavirina non era un'opzione, erano invece efficaci 12 o 16 settimane di trattamento con 
sofosbuvir e ribavirina. L'efficacia è stata aumentata tra i pazienti affetti da genotipo 2 e tra quelli 
senza cirrosi. Nei pazienti precedentemente trattati affetti da genotipo 3, 16 settimane di terapia 
erano significativamente più efficaci di 12 settimane. [23]- [24] 
 
La Gazzetta Ufficiale della Repubblica Italiana  del 5 novembre 2014, nella determina dell’Agenzia 
Italiana del Farmaco (AIFA) ha attribuito numero di identificazione nazionale alla specialità 
medicinale ‘’Sovaldi’’ (sofosbuvir), (confezioni da 28 e 84 compresse) è inserito nell’elenco dei 
farmaci innovativi per l’uso indicato in associazione ad altri medicinali per il trattamento 
dell’epatite C cronica negli adulti. 
La specialità medicinale ‘’Sovaldi’’ (sofosbuvir) è inserita nella classe di rimborsabilità A, soggetto 
a prescrizione medica limitativa da rinnovare volta per volta, vendibile al pubblico su prescrizione 
di centri ospedalieri e specialistici. Può essere somministrato dai centri utilizzatori 
specificatamente individuati dalle Regioni i quali dovranno compilare la scheda raccolta dati che 
indica i pazienti eleggibili di trattamento. [25] 
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4.7 Scoperta del primo inibitore C-nucleosidico della  proteina NS5B  
Un gran numero di antivirali ad azione diretta aventi come target la poliproteina virale NS5B ha 
dato una risposta nei pazienti affetti dal virus dell’HCV. I nucleosidi inibitori (NI) della polimerasi 
NS5B si differenziano dalle altre classi di inibitori perché consentono una durevole soppressione 
antivirale e hanno un’attività anti-HCV verso tutti i genotipi per cui offrono una copertura di 
trattamento universale. 
La complessa farmacologia dei nucleosidi ha creato grandi difficoltà nel prevedere l’efficacia e la 
sicurezza per l’uso umano durante lo sviluppo dei farmaci.  
Tutti i composti avviati allo sviluppo clinico sono N-nucleosidi che presentano uno zucchero 
ramificato con un 2'-C-metile. Molti 2'-C-metil-N-nucleosidi sono stati sintetizzati già nel 1960 
prima della scoperta del virus di HCV, ma la loro attività anti HCV in vitro è stata scoperta intorno 
all’anno 2000. Questi inibitori sono metabolizzati nelle cellule ai rispettivi nucleosidi trifosfato, i 
quali si legano al sito di legame di NS5B polimerasi e vengono incorporati nell’RNA virale in 
crescita. Dopo l’incorporazione, inibiscono l’allungamento dell’RNA ottenendo come risultato 
l’inibizione della replicazione. Il gruppo 2'-C-metile impedisce ad un nucleoside trifosfato in arrivo 
di legarsi al sito attivo di NS5B. 
 
4.8 Confronto tra un N-nucleoside e un C-nucleoside 7-dideaza analogo 
dell’adenosina  
Il composto 15 dideaza adenosinico è stato identificato come inibitore selettivo della replicazione 
dell’HCV nelle cellule in coltura con EC50= 1.98 μM per il genotipo 1b. Il composto 15 può essere 
visto come la variante C-nucleosidica del composto MK-608 con EC50= 0.08 μM su genotipo 1b, un 
N-nucleoside 2’-C-metil-7-dideaza adenosinico, il quale era l’analogo dell’adenosina più potente 
presente in letteratura. La discrepanza tra i due composti fu spiegata con una differenza 
nell’efficacia della formazione del trifosfato nei repliconi su cellule Huh-7: il composto 15 era 
piuttosto debole nonostante il suo trifosfato fosse ugualmente potente a quello del composto 
MK-608 nel saggio enzimatico su NS5B.  
 
42 
 
 
 
Il composto 15 era metabolizzato nella forma trifosfato attiva meno efficientemente del 
composto MK-608 nelle cellule Huh-7, ma più efficientemente metabolizzato negli epatociti 
primari in vivo nel fegato dopo somministrazione orale nei roditori. Quindi la combinazione della 
potenza con l’aumento di distribuzione epatica suggerisce che il composto 15 possa avere una 
maggiore potenza anti-HCV in vivo rispetto a quella osservata per il composto MK-608.  
 Il composto 15 però causava vari effetti tossici a livello del rene, fegato, pancreas, deplezione 
delle linfocellule. 
Sono state apportate modificazioni strutturali sia sulla base che sullo zucchero per migliorare la 
selettività cellulare del composto 15. Sulla base dei risultati precedenti con altri C-nucleosidi con 
attività antivirale sostituiti in posizione 1’ , è stato deciso di applicare questo tipo di sostituzione al 
composto 15 ed è stata così sintetizzata una serie di analoghi. Questa strategia ha portato all' 
identificazione del composto 16: 1'-ciano-2'-C-metil-4-aza-7,9-dideaza adenosina che, come 
trifosfato, ha mostrato una selettività notevolmente migliorata sull’ RNA polimerasi mitocondriale 
(POLRMT) mantenendo l’attività inibitoria intrinseca su NS5B. Altri sostituenti in posizione1’ non 
hanno conferito un’apprezzabile attività inibitoria della proteina NS5B. 
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Sulla base della potente attività enzimatica, il composto 16 è diventato il derivato nucleoside 
guida per l’ottimizzazione di un profarmaco. Il composto 16 è più attivo nel saggio enzimatico 
(EC50= 0,29μM) e non funziona come substrato della RNA-polimerasi mitocondriale.  
Il composto 16 non era attivo in tutti i saggi sui repliconi: gli studi precedenti avevano dimostrato 
che la sostituzione 1’ limita il primo dei tre passaggi della fosforilazione nella conversione del 
nucleoside trifosfato biologicamente attivo. 
Poiché il primo step di fosforilazione è lento, ma il secondo e il terzo step sono più efficienti, era 
necessario sintetizzare un profarmaco monofosfato per superare il primo step e aumentare 
l’attività antivirale dei nucleotidi.  
Per far questo, gli studi si sono concentrati sulla sostituzione in 5’ con una fosforammide 
(composto 17): l’idrolisi enzimatica dell’estere rappresenta il primo step di attivazione del 
profarmaco poiché libera il gruppo monofosfato. Per questo se nel sostituente R1 del gruppo 
fosforamidico è inserito un estere di un alcool primario o secondario i profarmaci sono attivi, se 
invece l’alcool è terziario il profarmaco è inattivo presumibilmente a causa della mancata idrolisi 
enzimatica dell’estere. 
 
 
 
L’ultimo obiettivo del programma di ricerca sul C-nucleoside era l’identificazione di un profarmaco 
monofosfato attivo per via orale; perché questo possa essere realizzato occorre che il composto 
sia ben assorbito e arrivi al fegato senza essere degradato: qui verrà poi convertito in trifosfato. 
Inoltre, l’assorbimento intestinale rappresenta un obiettivo di centrale interesse 
nell’ottimizzazione di questi farmaci. La stabilità sia nel siero che nella frazione subcellulare 
intestinale era eccellente per esteri di alcoli alchilici secondari. Inoltre questi esteri erano 
metabolizzati efficientemente dalla frazione del fegato, suggerendo un’attività specifica in questa 
sede. Le proprietà farmacocinetiche dei profarmaci è stata saggiata su criceti, ma solo una piccola 
frazione di essi arrivava al fegato dopo somministarzione per via orale a causa di un inefficiente 
assorbimento. Quindi il composto fosforammidico ha una potente attività inibitoria della 
replicazione e un’alta trasformazione in trifosfato in vitro, ma ha un basso assorbimento orale. 
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Questo problema è stato risolto inserendo un gruppo isobutilico non solo sulla funzione esterea 
della fosforamide, ma anche nella posizione 3’ dello zucchero (derivato 3’-O-isobutilico) e 
ottenendo così il composto GS-6620 con un alto assorbimento orale (88%) e alti livelli di trifosfato 
nel fegato, utilizzando dose orale di 5 mg/kg. 
 
 
 
L’attività antivirale in pazienti cronicamente infettati con genotipo 1 si è dimostrata sicura ed 
efficace alla dose di 900 mg per 5 giorni. Quindi il composto GS-6620 è diventato il primo C-
nucleoside della classe di inibitori NS5B entrato nello sviluppo clinico. [21] 
 
4.9 Inibitori non nucleosidici  
Gli inibitori non nucleosidici NNI-1, chiamati anche inibitori del dominio pollice 1 o delle dita ad 
anello, si legano in una tasca distale dal sito catalitico all’interfaccia tra i domini delle dita e del 
pollice della polimerasi. 
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Figura 4.7 
 
Il primo chemiotipo (composto 18 figura 4.7) è costituito da un gruppo indolico a cui è legato in 
posizione 6 un acido carbossilico, che è stato ottimizzato inserendo diversi gruppi con due diverse 
strategie. Nella prima strategia è stata effettuata un’estensione del gruppo carbossilico, 
l’incorporazione di un gruppo di ammidico piuttosto grande e carico, mentre sull’indolo il 
cicloesile è stato sostitutito da un gruppo ciclopentilico più stabile al metabolismo: le modifiche 
operate hanno permesso di ottenere il composto 19. Nella seconda strategia, la conformazione è 
stata irrigidita inserendo un ciclo tra l’N indolico e il C2 del gruppo arilico ottenendo il composto 
20, entrato in fase I dello sviluppo clinico. 
Per evitare la possibilità di formare un metabolita glucuronico dal gruppo acido (potenziale causa 
di reazioni immunitarie e tossicità) e la presenza di una struttura anfotera (possibile causa di 
variabilità nell’esposizione dei pazienti) nella regione che rimane esposta al solvente è stato 
inserito un linker che conteneva un bioisostero dell’acido carbossilico. 
Le prime strutture cristalline derivanti da studi precedenti hanno fornito dettagli sul binding che 
hanno guidato la progettazione di tre nuove classi di macrocicli. Il primo macrociclo in cui il linker 
è attaccato all’azoto del nucleo indolo e alla posizione C6 dell’indolo attraverso un gruppo 
ammidico ha permesso di ottenere il composto 21, con attività micromolare nel saggio con 
repliconi: questa modifica si è rivelata fondamentale poiché il precursore del composto 21 aperto 
si era dimostrato inattivo. La sostituzione del gruppo ammidico con una solfonammide permette 
di ottenere i bioisosteri 22 e 23 con attività sub-micromolare, migliore rispetto al composto 21.  
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Simili risultati sono stati ottenuti con un secondo tipo di macrociclo in cui il linker è attaccato al C2 
del gruppo arilico anziché all’azoto dell’indolo, allo scopo di ridurre la libera rotazione e favorire la 
conformazione bioattiva, ottenendo il composto 24 con maggiore potenza e buona disponibilità a 
livello epatico, dopo somministrazione orale nei ratti; tuttavia lo sviluppo di questa serie è stato 
ostacolato dal moderato metabolismo nei microsomi, indice di una clearance non adeguata. Per 
questo le ricerche si sono concentrate su una terza serie di macrocicli in cui il linker origina da un 
ponte e forma un anello a sette termini tra l’N indolico e il C2 del gruppo arilico. L’ottimizzazione 
della nuova serie ha riguardato la scelta del tipo di ponte: saturo, insaturo, con un ciclopropano 
incorporato. È stato ottenuto così il composto macrociclico TMC647055 che si trova in fase II degli 
studi clinici in combinazione con l’inibitore della proteasi NS3/4A simeprevir . 
 
 
 
4.10 SAR e proprietà del composto TMC647055  
 
 
 
 
 
La potenza anti-HCV del composto TMC647055 è stata determinata in repliconi del genotipo 1b 
del virus sulla linea cellulare Huh-7. Gli studi sulle relazioni struttura attività condotti sul 
macrociclo TMC647055  rivelano che un macrociclo costituito da 16 e 17 membri dimostra attività 
ottimale, mentre un analogo costituito da 18 membri è due volte meno potente rispetto a 
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TMC647055 , nonostante l’aumentata affinità di legame; minori dimensioni dell’anello portano 
diminuzione dell’affinità di legame e della potenza del replicone. Composti portanti linker 
costituiti da eteri e gruppi alchilici sono similmente potenti, mentre la presenza di un atomo di 
azoto basico nel linker diminuisce l’attività. La sostituzione dei due atomi di N del linker si è 
rivelata cruciale: due sostituenti metilici si sono dimostrati ottimali, mentre gli analoghi 
monometilici sono meno potenti in entrambi i saggi, quello di binding e quello cellulare. Derivati 
con il sostituente R1= metossi (TMC647055) e fluoro hanno potenza simile, mentre se R1= cloro la 
potenza sul replicone diminuisce di quattro volte; ciò è probabilmente attribuibile all’alta lipofilia, 
che d’altra parte è probabilmente responsabile della buona affinità di legame osservata per 
questo composto. 
Mantenendo costante il linker etereo, sono state variate il tipo e la stereospecificità del ponte 
costituito da sette membri con analoghi saturi e con altri che incorporano nel ponte un 
ciclopropile. In queste due sotto-serie, solo l’enantiomero R aveva buona attività antivirale, 
mentre l’altro enantiomero dimostrava diminuzione di potenza di 20-40 volte. La saturazione del 
doppio legame ha prodotto un composto con potenza simile a quella dell’analogo insaturo 
TMC647055, mentre il ponte ciclopropilico può dare un miglioramento di 2 volte. 
La natura del ponte ha un profondo impatto sui parametri farmacocinetici e l’analogo TMC647055  
insaturo ha dimostrato il miglior profilo complessivo, compreso buon assorbimento sistemico 
(biodisponibilità superiore 66%), distribuzione elevata al fegato (7800 ng/g, 7 h post-dose), e 
moderata clearance. 
Sulla base delle buone proprietà complessive in vitro e in vivo, TMC647055 è stato ulteriormente 
valutato e ha mostrato un accettabile profilo caratterizzato da elevata biodisponibilità orale (F = 
87%) e alta esposizione sistemica (Cmax = 10.2μM e AUC0-∞ = 25.8μMh) dopo una singola dose 
di 10 mg/kg per via orale, in combinazione con la clearance plasmatica moderata e alta 
distribuzione a livello epatico. 
                    
4.11 Cristallografia e modalità di legame 
Gli studi del legame degli inibitori non nucleosidici alla proteina NS5B sono stati effettuati  sul 
macrociclo 25 co-cristallizato con un costrutto di NS5B di genotipo 1b. Il composto 25 è uno 
stretto analogo strutturale di TMC647055,  che possiede una catena alchilica anziché eterea come 
linker.  
Il core tetraciclico e il cicloesano di 25 si legano al sito denominato NNI-1 di NS5B, in accordo con 
quanto riportato per funzioni equivalenti di derivati studiati in precedenza. Il cicloesano e il lato 
corrispondente del sistema fenil-indolico, relativamente rigido, si posano in una tasca idrofobica, 
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mentre la catena opposta e relativamente flessibile del macrociclo (il linker) è in gran parte 
esposta al solvente. La funzione acilsolfonammidica forma due legami a idrogeno con la guanidina 
di Arg503. Si osserva un debole legame tra il carbonile ammidico del macrociclo e His34. 
 
 
Figura 4.8 (A) Struttura cristallina del composto 25 (arancione) legato al sito NNI-1, che mostra la superficie della tasca 
e, in dettaglio, i contatti con His34 e Arg503. (B) Sovrapposizione di 25 (arancione) e TMC647055 (viola). 
 
L’analisi modellistica molecolare ha suggerito che TMC647055 dovrebbe essere in grado di 
adottare una modalità di legame sostanzialmente identica a quella di 25, eventualmente usando 
lievi aggiustamenti conformazionali attraverso il linker flessibile del macrociclo (figura 4.8), 
mentre il contatto con His34 è meno evidente per TMC647055 a causa della differenza nelle 
lunghezze del linker tra i due macrocicli. 
 
4.12 Caratterizzazione preclinica di TMC647055  
TMC647055  è stato selezionato come candidato per lo sviluppo clinico sulla base della 
promettente attività anti-HCV nei repliconi: è stato quindi testato relativamente a cinetica del 
legame, copertura genotipica, resistenza e selezione di mutanti. Sono state ulteriormente 
caratterizzate combinazioni con altri DAA. La cinetica di legame di TMC647055  ha mostrato alta 
affinità di interazione con NS5B in tutti i genotipi tranne 2b. Il tempo di permanenza dell’inibitore 
è piuttosto lungo e ciò può rappresentare un vantaggio rispetto ad altri derivati indolici per 
quanto riguarda l’efficacia in vivo e  la selettività di legame al bersaglio.  
La suscettibilità di TMC647055 è stata testata su differenti repliconi di genotipo 1b con mutazioni 
nella tasca NNI-1 della polimerasi NS5B (L392I, V494A, e P495L) e altre mutazioni al di fuori della 
tasca NNI-1. La maggiore diminuzione della potenza antivirale, 371 volte rispetto a quella del 
replicone wild-type di genotipo 1b, è stata osservata per il mutante P495L. Il residuo 392 
contribuisce alla parte più profonda della tasca idrofoba occupata dal cicloesano, mentre il 
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residuo 494 forma contatti sia col cicloesano che con la superficie del sistema indolico. Il residuo 
495 è vicino alla funzione acilsolfonamide; cambiamenti in questa posizione sono anche 
suscettibili di influenzare il posizionamento di Arg503, che forma legami a idrogeno multipli con 
10c e TMC647055  e interazioni simili con altri composti che si legano al sito NNI-1.  
 
 
 
Pertanto, i risultati degli studi sulla resistenza sembrano coerenti con le modalità di legame 
osservate e con i modelli presentati. Inibitori NS3/4A (ad esempio, simeprevir) e inibitori NS5A 
hanno mantenuto piena potenza inibitoria contro le  mutazioni sul sito NNI-1. Questa mancanza 
di resistenza crociata ha suggerito che la combinazione della terapia con altri DAA può essere 
fruttuosa. 
 
4.13 Sviluppo clinico di TMC647055 
La sicurezza e la tollerabilità di TMC647055  è stata testata dopo somministrazioni ripetute per 5 
giorni in volontari sani, trattati con dosi orali di 300 mg, 1000 mg e 1250 mg e nei pazienti infetti 
da genotipo 1 con dosi orali di 500 mg e 1000 mg. Gli eventi avversi comunemente riportati sono 
stati gastrointestinali (nausea, vomito, perdita di feci, diarrea, e crampi/disagi addominali). Non ci 
sono stati eventi avversi gravi (SAE), né effetti sui parametri di laboratorio clinicamente 
significativi; non sono state inoltre riscontrate alterazioni a carico di segni vitali, consumo di cibo, 
appetito o profilo elettrocardiografico. Le concentrazioni plasmatiche di 4-β-idrossicolesterolo, 
biomarker endogeno dell’induzione di CYP3A4, aumentano con l'aumentare della dose di 
TMC647055 nei volontari sani: ciò indica che l’inibitore in esame induce il CYP3A4 e il proprio 
metabolismo. 
La risposta antivirale ha mostrato diminuzione di HCV RNA dose-dipendente al livello basale nei 
pazienti affetti da genotipo 1a trattati rispettivamente con 500 e 1000 mg del composto. Questi 
risultati hanno incoraggiato un'ulteriore valutazione della combinazione di TMC647055  con l’ 
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inibitore della proteasi NS3/4A simeprevir, che in precedenza aveva migliorato i risultati in vitro 
rispetto a ciascuno di questi composti usati da soli nei confronti della soppressione del virus e 
nello sviluppo di resistenza. La combinazione di TMC647055  (1000 mg) e simeprevir (150 mg) è 
stata somministrata nei pazienti affetti da genotipo 1a-1b per 10 giorni e il trattamento si è 
rivelato efficace, sicuro e ben tollerato. Il calo di RNA di HCV nel plasma era sostanzialmente 
migliore rispetto a quello osservato sia con TMC647055  o con simeprevir somministrati 
singolarmente. È importante sottolineare che non sono emerse mutazioni nella tasca NNI-1 della 
polimerasi che possano portare una ridotta sensibilità in vitro al composto TMC647055. Tuttavia, 
la comparsa della mutazione R155K nell'NS3/4A protesi che porta ad una diminuzione di 30 volte 
della suscettibilità a simeprevir è stata rilevata nei pazienti infetti da genotipo 1a durante il 
trattamento o il follow-up. 
Infine, questa combinazione è stata caratterizzata da una diminuzione dell’ esposizione media ai 
due composti a seguito di  somministrazioni ripetute, attribuibile all’ induzione del CYP3A4 
causato da TMC647055. 
A causa della buona sicurezza e tollerabilità associata alla potente attività antivirale, la 
combinazione di TMC647055  e simeprevir è in corso di valutazione in un regime di 
somministrazione per via orale una volta al giorno con/senza la somministrazione di interferone e 
ribavirina., ricorrendo all’associazione con basse dosi di ritonavir per controbilanciare l’induzione 
del CYP3A4. 
In conclusione, i risultati conseguiti con gli inibitori non nucleosidici sviluppati sino ad oggi si sono 
rivelati incoraggianti. [26] 
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Capitolo 5 
 
Inibitori NS4B 
Una nuova serie chimica di composti che inibisce la replicazione del virus dell'epatite C attraverso 
l'interazione diretta con la  proteine 4B (NS4B) non strutturale virale si trova attualmente in fase 
di sviluppo preclinico in vivo. La proteina NS4B induce il rimodellamento della membrana e si 
pensa che agisca come un "organizzatore" centrale del complesso di replicazione virale associato 
alla membrana. 
Recentemente è stata riportata  una serie di imidazo[1,2-a]piridine sostituite che si legano alla 
proteina nonstrutturale virale 4B (NS4B), le quali dimostrano affinità per NS4B e attività di 
inibizione della replicazione di HCV in vitro. E’ importante osservare che è stata registrata una 
corrispondenza diretta tra il binding di queste molecole e la loro attività in vitro. Il capostipite di 
questa serie è il composto 26 (figura 5.1), ad alta affinità per la proteina purificata NS4B e attività 
nel basso range nanomolare contro repliconi di HCV dei genotipi 1a e 1b. Da un punto di vista 
farmacocinetico, dosi scalari di 26 nei ratti non hanno raggiunto le concentrazioni plasmatiche 
necessarie per i test di sicurezza preclinici. La ricerca è stata focalizzata quindi sui seguenti 
obiettivi: 
 aumentare le caratteristiche farmacocinetiche di 26 per supportare lo sviluppo preclinico; 
 dimostrare che molecola a basso PM che interagiscono con NS4B possono inibire la 
replicazione in vivo 
 identificare nuovi composti con un buon profilo rispetto alla resistenza. 
Inoltre, esperimenti in vitro sulla resistenza rivelano che singole mutazioni all'interno della 
proteina NS4B rendono il virus parzialmente resistente al composto 26. Ad oggi non è emersa 
l’efficacia clinica per validare il composto 26 come target per il trattamento dell’infezione da HCV 
o per valutare la resistenza al trattamento.  
 
 
Figura 5.1 
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Lo sviluppo preclinico di 26 era subordinato al superamento della sua scarsa solubilità in acqua 
per ottenere maggiori esposizioni plasmatiche del farmaco. Varie formulazioni per la 
somministrazione non sono riuscite a raggiungere il risultato desiderato e pertanto è stata 
concepita una strategia con l’utilizzo di  profarmaci. Sono stati scelti due chemiotipi di profarmaci 
(27, fosfato e esteri, 28-31, Figura 5.1) che sono idrolizzati da enzimi differenti in vivo (fosfatasi e 
esterasi, rispettivamente). Per gli esteri sono stati variati la polarità e il carattere ionico, da non 
polare a polare, ad acido e basico. I profarmaci 27-31 erano dosati a 300 mg/kg nei ratti e sono 
state determinate le concentrazioni plasmatiche di 26. Nel confronto tra i vari composti il 
profarmaco fosfato 27 ha permesso di raggiungere una concentrazione plasmatica di farmaco 26 
più alta. È importante sottolineare che il profarmaco fosfato 27 stesso non è stato rilevato nel 
sangue dei ratti, indicando rapida ed efficiente scissione della porzione fosfato dalle fosfatasi 
presenti nella parete intestinale. Al contrario, gli esteri danno livelli plasmatici di farmaco 26 
inferiori e, in alcuni casi, risulta significativa la concentrazione plasmatica di profarmaco non 
metabolizzato. In più, il profarmaco fosfato 27 forma un solido cristallino che è stato facile da 
sintetizzare e quindi è stato selezionato per i successivi studi in vivo su un modello di infezione da 
HCV messo a punto su topi: il profarmaco 27 ha prodotto una caduta rapida e robusta di di mRNA 
virale  entro 12 ore dall'inizio del trattamento. L'esposizione plasmatica raggiunta col profarmaco 
27 ha anche consentito la progressione del composto 26 negli studi di sicurezza, della durata di di 
7 giorni, durante i quali sono emersi effetti secondari a carico del sistema cardiovascolare che 
hanno portato all’interruzione dello sviluppo della molecola. Ma la robusta risposta antivirale nel 
modello  HCV ha incoraggiato il proseguimento della ricerca per identificare una sostituzione che 
elimini il rischio cardiovascolare e altre limitazioni associate a 26. 
Più specificamente, l’obiettivo è evitare la necessità di un profarmaco e un miglioramento della 
resistenza virale, in particolare contro le mutazioni H94N e V105M che rendono il virus resistente 
a 26.Sono state fatte modificazioni del composto 26 basate su una nuova serie chimica con un 
core diverso (figura 5.2). Inizialmente, le sostituzioni isosteriche esaminate del nucleo 
imidazopiridinico si sono incentrate sulle nuove serie chimiche pirazolopiridinica 34, 
benzimidazolo 35 e benzofurano 36. Le sintesi degli analoghi R2=33 sono state intraprese per 
consentire un confronto diretto con 26.  
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Figura 5.2. Modificazioni strutturali del composto 26 e ricerca di analoghi con  nucleo alternativo. 
 
Le serie analoghe sono state confrontate con il composto 26 nel saggio di binding e in quello su 
repliconi.  La sostituzione del nucleo si è tradotta in un modesto aumento dell’affinità per NS4B. Il 
derivato 33 si è mostrato più potente, ma anche lo scaffold benzimidazolico 35 era ben tollerato. 
In tutti i casi all’aumento di affinità corrispondeva un aumento dell’attività su repliconi del 
genotipo 1b. L’attività dei prodotti è stata saggiata anche su repliconi recanti mutazioni su NS4B.   
 
5.1 Confronto delle serie imidazopiridinica e pirazolopiridinica 
L'analogo pirazolopiridinico era più potente del corrispondente composto imidazopiridinico verso 
la NS4B e contro la mutazione H94N. Tutti gli analoghi con nucleo pirazolopiridinico hanno 
mostrato una comune affinità per la proteina NS4B. 
Nel binding sono instaurati legami a idrogeno tra la proteina NS4B e l’anello centrale o i 
sostituenti terminali. L’attività del replicone del genotipo 1b dell'analogo pirazolopiridinico è 
migliorata di 2 o 3 volte rispetto alla controparte imidazopiridinica, in linea con la differenza 
osservata nel test di legame NS4B. 
E’ stato scelto quindi di sviluppare ulteriormente la serie pirazolopiridinica 34, tramite 
l’inserimento di vari frammenti amminici.  
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Figura 5.3 
 
Il composto più attivo era 42: per migliorare ulteriormente i parametri farmacocinetici a partire 
dal derivato 42 si è rivelato opportuno inserire un ossidrile sul sistema bi-cicloesano. Come 
risultato la ricerca ha quindi prodotto il composto chirale (±) -45 che è stato risolto nei due 
enantiomeri (+) - 45a e (-) - 45b  attraverso cromatografia chirale con fluidi supercritici. 
 
 
(+) -45 
La stereochimica relativa dei composti è stata dedotta da esperimenti di NMR bidimensionale, 
mentre la stereochimica assoluta è stata confermata con analisi cristallografica con raggi X su 
cristallo singolo. 
L’enantiomero (R, R, R, R)-(-)-45b ha evidenziato una buona attività antivirale, sebbene fosse da 5 
a 7 volte meno potente rispetto al suo –enantiomero (+)-(S, S, S, S)-(-)-45a. 
Questo è stato quindi successivamente preparato mediante sintesi asimmetrica. L’affinità era nel 
range basso nanomolare nel binding con NS4B e questo dato si è rivelato fortemente predittivo 
dell’attività antivirale manifestata sul genotipo 1b nei saggi su repliconi (IC50 0.3 nM figura 5.4 )  
Un orientamento anti del sostituente 2-OH rispetto al piperazinone è risultato ottimale per 
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l’attività sui repliconi, mentre una configurazione sin danneggia l’attività, indipendentemente 
dall'orientamento del ciclopropano; questa differenza era più marcata sui repliconi mutati. 
 
 
 
Figura 5.4 
 
5.2 Profilo farmacocinetico del composto 45  
Il metabolismo in vitro di (+)-45a è stato esaminato negli epatociti di cinque specie. Gli studi 
hanno rivelato che il composto (+)-45a non inibisce il citocromo P450  e non genera metaboliti 
reattivi. Complessivamente, (+)-45a ha una clearance da bassa a moderata in quattro specie e una 
biodisponibilità > 90% in tutte le specie ad eccezione dei topi. Alte concentrazioni plasmatiche di 
droga sono stati raggiunti con dosi basse (5 mg/kg) in due specie, il cane e la scimmia. 
Il profilo farmacocinetico migliorato unito alla solubilità favorevole ha comportato una maggiore 
esposizione plasmatica per aumento della dose, che ha permesso la progressione degli studi di 
sicurezza sui 7 giorni, senza la necessità di utilizzare un profarmaco. 
 
5.3 Conclusioni 
Per la prima volta, una piccola molecola che inibisce la replicazione di HCV attraverso un 
meccanismo di inibizione sulla proteina NS4B ha dimostrato efficacia in vivo in un modello di 
infezione da HCV nel topo. Sono stati realizzati significativi miglioramenti di potenza attraverso 
modificazioni isosteriche del composto  26 iniziale (figura 5.1). Il composto 26 è stato trasformato 
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in (+)-45a  che possiede un migliore profilo antivirale, senza aumento di peso molecolare, con un 
modesto aumento della lipofilia.  
Durante un ciclo di 7 giorni di trattamento, un profarmaco del composto 26 ha prodotto una 
rapida diminuzione dose-dipendente di RNA di HCV. Il successo di questo studio indica che i 
farmaci aventi come target la proteina NS4B rappresentano opzioni terapeutiche valide per curare 
l'infezione da HCV che potrebbe ulteriormente ampliare i regimi di associazione. 
Si è cercato poi di ottimizzare la potenza antivirale pur mantenendo le favorevoli proprietà fisiche 
esaminando analoghi isosterici del composto 26. La sostituzione del nucleo imidazopiridinico con 
l’analogo pirazolopiridinico ha prodotto un modesto ma costante aumento sia dell’affinità di 
legame per NS4B che dell’ attività antivirale verso repliconi di HCV. [27] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
57 
 
 
Capitolo 6 
 
6.1 Inibitori della traduzione del virus dell’epatite C aventi come bersaglio il 
sito interno di ingresso dei ribosomi – IRES 
 
 
 
 
 
 
 
Il sito interno di ingresso dei ribosomi (Internal Ribosomal Entry Site, IRES), situato nella 
terminazione 5'della regione non tradotta (UnTranslated Region, UTR) del genoma del virus HCV, 
avvia la traduzione del precursore della poliproteina virale. La struttura unica ad alta 
conservazione della sequenza 5'-UTR rende IRES un potenziale bersaglio per lo sviluppo di inibitori 
selettivi della traduzione virale. Il sottodominio IIa attualmente è l'obiettivo più avanzato per 
composti di sintesi a basso PM inibitori della traduzione di HCV; il dominio IIa di IRES si comporta 
infatti come un interruttore nelle variazioni conformazionali dell’RNA nella traduzione.  
La sintesi della poliproteina dell’HCV infatti dipende dal sito interno di entrata dei ribosomi (IRES) 
presente nell’RNA virale. L'elemento IRES è responsabile dell'assemblaggio dei ribosomi funzionali 
al codone di inizio del virus attraverso un meccanismo che aggira l’inizio della traduzione 
canonica, dipendente dal terminale 5' modificato di mRNA eucariotico. L’IRES recluta nella cellula 
ospite le subunità ribosomiali piccole (40S) e il fattore di iniziazione eucariotica 3 (eIF3), un grande 
complesso multiproteico necessario per impedire l'associazione prematura delle subunità 
ribosomiali 40S e 60S. L’IRES coordina il processo di unione della subunità grande (60S) con la 
subunità 40S per assemblare i ribosomi completi (80S) al codone di inizio e la traduzione viene 
avviata tramite un meccanismo indipendente dal terminale 5’ che ovvia alla necessità di altri 
fattori di iniziazione. L’IRES è un potenziale bersaglio per gli inibitori della traduzione dell’HCV per 
la sua funzione unica e altamente conservata nei virus isolati clinicamente.  
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Organizzazione del genoma dell’RNA di HCV che mostra la regioni non tradotte (UTR), tra cui l'elemento IRES nel 5’ UTR. 
Sono indicate le regioni del gene strutturali (S) e non strutturali (NS).  
 
L'elemento IRES si estende dalla posizione 40 alla 372 dell’RNA del genoma virale; attraverso 
l'UTR 5' e 30 nucleotidi oltre il codone di inizio, sino all’amminoacido 342 del motivo codificante 
della poliproteina. L'IRES contiene tre domini che possono ripiegarsi indipendentemente (II-IV) 
collegati da linker flessibili. Il dominio I non è richiesto per l’inizio della traduzione ma partecipa 
alla replicazione virale insieme con 3'-UTR. Il reclutamento dei ribosomi e il posizionamento di 
mRNA virale avviene attraverso interazioni intermolecolari con il dominio centrale III, che fornisce 
anche il sito di legame per il complesso eIF3. 
L’avvolgimento del dominio IV, che include il codone di inizio e circa 13 nucleotidi appartenenti 
alla regione codificante, si srotola durante il legame della subunità 40S all’IRES per esporre il sito 
di inizio della traduzione virale alla fenditura in cui avviene la decodificazione ribosomiale . 
Oltre all'assemblaggio dei componenti del sistema di trascrizione, l'IRES partecipa come soggetto 
attivo ai cambiamenti dinamici durante l’inizio della traduzione. 
Il corretto orientamento di mRNA nel sito decodificante ribosomiale comporta l'interazione con il 
sottodominio IIb di IRES, una struttura a forcina di RNA completamente conservata che si trova 
alla fine del dominio II che è anche a contatto con la proteina ribosomiale rpS5. Il posizionamento 
del sottodominio IIb a forcina con il sito ribosomiale E all’interfaccia delle subunità si basa sulla 
posizione dell’elica interna del sottodominio IIa, che adotta una conformazione ripiegata a 90 °. 
La topologia dell'interazione IRES-ribosoma richiede che il sottodominio IIb sia rimosso dal sito E 
per consentire al tRNA di traslocare al sito P durante l’inizio della traduzione. I cambiamenti 
conformazionali del sottodominio IIa servono per rilasciare il dominio IIb dal sito E. 
L’alterazione della struttura a forma di L del sottodominio IIa attraverso mutazioni o a causa 
dell’interferenza con ligandi che vanno ad agire sulla conformazione dell’RNA ha dimostrato di 
interrompere la traduzione guidata da IRES ed inibire la sintesi della proteina virale. 
Il sottodominio IIa è un interruttore conformazionale dell’RNA in grado di formare una tasca di 
legame per piccole molecole di ligandi che possono servire come porta per lo sviluppo di farmaci 
antivirali aventi come target l’IRES. 
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6.2 Strategie per inibire l’IRES dell’ HCV 
I ligandi IRES che sono stati considerati come potenziali inibitori della traduzione includono 
oligonucleotidi, peptidi e piccole molecole.  
Subito dopo la scoperta dell’IRES come chiave che guida la traduzione dell’HCV, sono stati studiati 
oligonucleotidi antisenso inibitori dell’espressione genica virale aventi come target la 
terminazione 5’ del genoma virale. I sottodomini IIId e IV sono i bersagli che rispondono di più nei 
confronti degli oligonucleotidi. 
La potenza inibitoria di sequenze di RNA essenzialmente dipende dall'accessibilità delle sequenze 
bersaglio all'interno della struttura dell’IRES. 
 
Inibitori dell’IRES a basso PM 
Tra i composti identificati con attività inibitoria verso l’IRES sono stati inizialmente proposti: la 
fenazina 46 e il composto  biarilguanidinico 47 (Figura 6.1) scoperti attraverso uno screening 
sull’inibizione della traduzione guidata da IRES. Il derivato della fenazina non ha dimostrato una 
significativa selettività verso l’IRES e per il composto 47, molto polare, si è rivelata difficile 
un’ottimizzazione. I derivati del benzimidazolo 48-50 hanno come bersaglio il sottodominio IIa di 
IRES e inibiscono la replicazione di HCV. Una serie di composti chimicamente distinti che 
inibiscono il sottodominio IIa è rappresentata dalle 3,5-diamminopiperidine (DAP) tra cui il 
derivato della lisina 51. Il nuovo scaffold è stato proposto come mimetico strutturale della 2-
deossistreptamina, che è un farmacoforo ricorrente negli antibiotici amminoglicosidici naturali 
che si legano a RNA. 
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Figura 6.1 Inibitori della traduzione HCV guidata dall’IRES.  46 Fenazina e 47 biarilguanidina. I composti, benzimidazolici 
48-50, hanno come bersaglio l'IRES, sottodominio IIa, e inibiscono la replicazione dell’ HCV . La diaminopiperidina 
51inibisce la traduzione dell’HCV attraverso un meccanismo distinto da quello dei ligandi benzimidazolici. 
 
6.3 Struttura, conservazione e funzione del sottodominio IIa 
Come già osservato, IRES è composto da domini indipendenti ripiegati e connessi da regioni 
flessibili a singolo filamento. Il ripiegamento del sottodominio IIa dipende da un metallo il quale 
dirige il ciclo ad anello IIb verso il sito E ribosomiale. L’ analisi della struttura del sottodominio IIa 
ha rivelato che questo sottodominio adotta un motivo a forma di L che contiene tre ioni magnesio 
che fanno parte della piega dell’ RNA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Sottodominio IIa di IRES. (A) Struttura secondaria di RNA del sottodominio IIa. Struttura (B) Struttura cristallina del 
sottodominio IIa. Il ripiegamento di RNA è stabilizzato da tre ioni magnesio strutturali (sfere azzurre). 
 
La disposizione dei nucleotidi nel circuito interno, che determina un angolo di 90° nell’ RNA tra le 
coppie di basi G52-C111 e C58-G110, è stabilizzata da legami a idrogeno e dalla partecipazione 
dello ione metallico. Il coordinamento con due ioni magnesio rafforza ulteriormente le interfacce 
di entrambe le parti elicoidali con i residui dell’elica interna. Un terzo ione magnesio blocca 
l’uracile  U106 al di fuori della struttura nella parte superiore dell’elica. 
 
6.4 Inibitori della traduzione aventi come Target IRES-Sottodominio IIa 
Per le due classi di inibitori di traduzione aventi come target il sottodominio IIa, benzimidazoline e 
diaminopiperidine (derivati DAP) sono stati ipotizzati due diversi modelli di interazione.  
Gli inibitori benzimidazolici bloccano il sottodominio IIa in una conformazione distesa, 
compromettendo la funzionalità dell’ IRES. 
I composti diaminopiperidinici si legano al sottodominio IIa spostando gli ioni magnesio strutturali 
e causano un irrigidimento dell’elica interna dell’RNA nella posizione ripiegata (figura  6.2) . 
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Figura 6.2: Meccanismo d'azione degli inibitori della traduzione sul sottodominio IIa. RNA del sottodominio 
IIa adotta una forma ripiegata stabilizzata da ioni magnesio necessaria per il corretto posizionamento 
dell’IRES sul ribosoma. Il rilascio dal ribosoma dopo l’inizio della traduzione potrebbe comportare 
cambiamenti dinamici nella struttura dell’RNA a forma di L, che potrebbero essere bloccati da un ligando 
affine come un’arginina di una proteina cellulare o un guanosina di un RNA (al centro). Gli inibitori IRES 
benzimidazolici come 50 (a sinistra) fanno acquisire all’RNA uno stato esteso che porta all’interruzione della 
funzione di IRES e all'inibizione della sintesi proteica virale. Il derivato diaminopiperidinico 51 (a destra) si 
lega in concorrenza con gli ioni Mg
2+
 strutturali e blocca il sottodominio IIa nella conformazione ripiegata, 
impedendo il rilascio del ribosoma.  
 
Conclusioni 
Gli approcci utilizzati per inibire la traduzione di HCV che hanno come target l’IRES, altamente 
conservato hanno portato come risultato una serie diversificata di ligandi compresi 
oligonucleotidi, peptidi e piccole molecole che bloccano la funzione dell’IRES con meccanismi 
distinti. Attualmente, il sottodominio IIa è l'unico sito dell’IRES identificato come sede di legame 
per piccole molecole che inibiscono la traduzione. Dalle indagini sul meccanismo usato dagli 
inibitori del target del sottodominio IIa, sta emergendo l’ipotesi che questo dominio dell’RNA 
funzioni come un interruttore conformazionale il cui stato può essere bloccato dall’interazione 
con il ligando.  
La scoperta del sottodominio IIa HCV IRES come regolatore conformazionale apre la strada per lo 
sviluppo di nuovi farmaci inibitori diretti della traduzione dell’ RNA virale. [28]- [29] 
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